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1.WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Nieptodna¢ partnerska to schorzenie definiowane na podstawigcznych
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, an@orld Health Organizatiop w ktérym po
roku regularnego wspsjcia bez stosowaniggodkéw antykoncepcyjnych nie dochodzi
do chzy. Wedtug danycBwiatowych, problem ten dotyczy okoto 15% par starggh
sic 0 potomstwo (Boivin i wsp., 2007; McLaren, 201Z)zynnik ngski stanowi
przyczyre nieptodndci w 40-60% przypadkow i jego udziatsroe (Auger i wsp.,
1995; Jensen i wsp., 2002; Merzenich i wsp., 2Qitken, 2013; Milewski i wsp.,
2013). Jednak cliowystepowanie czynnika gskiego w niezamierzonej bezdzietno
jest tak czste, to w wgkszasci przypadkow molekularne podie tego zaburzenia jest
nieznane (drzejczak i wsp., 2005; Baker i wsp., 2012; Aitkemsp., 2014). Poznanie
przyczyn nieptodnéci meskiej] maze poszerz§ mazliwosci diagnostyczne tego
schorzenia oraz prowadailo poprawy wynikow leczenia.

W ostatnich latach coraz gkisza wag przywigzuje s¢ do badania zdolrci
zaptadniagcej plemnikéw mgskich. Do czynnikbw mageych g modulow# zalicza s
migedzy innymi czynniki genetyczne, wod nich wysgpowanie polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow w ofbie genow istotnych dla ¢skiego uktadu
rozrodczego. Rogca ilos¢ badaé wskazuje take na znacgg role estrogendow
w patofizjologii nmeskiego uktadu rozrodczego (MUR). Do syntezy tychrniandw
dochodzi w gdrach - w komorkach Leydiga i Sertoliego, oraz wmkokach
gametogenicznych (Bilinska i wsp., 2006; Carreauwsp., 2012a). Receptory
estrogenowe gsrozmieszczone w wielu tkankach MUR, a ich eksprespienia si
w zalenocsci od naradu oraz etapu rozwoju (Czumiska, 2007). Aromataza P450
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i receptory estrogenowe 1 i 2 (ESR1, ESR8)obecne take w samych plemnikach.
Sugeruje si wigc, ze estrogeny magodgrywa istotrg role w ksztattowaniu warkei

biologicznej nasienia. Bigc pod uwag istotry role, jaka

w meskim uktadzie rozrodczym odgrywajestrogeny, postuluje ¢size zaburzenia
transdukcji sygnatu estrogenowego gxeine z nieprawidiowieia struktury ich

receptorow mog wptywat na pogorszenie funkcji gametesgkich. Nieprawidtowa
struktura receptorow estrogenowych z@o by spowodowana polimorfizmami
kodujgcych je genéw. Do wyktadnikow obitnej wartdci biologicznej nasienia
naleze¢ mogy: pogorszenie parametréow seminologicznych, padzgny odsetek
plemnikéw z wyktadnikami apoptozy i obmina zdolné¢ penetracji oocytu. To %a
moze skutkowa pogorszeniem wynikow leczenia nieptodcio w tym coraz szerzej
wykorzystywanych metod wspomaganego rozrodu taki@dk zaptodnienie
pozaustrojowe (IVF; angn vitro fertilization), a w szczegolni docytoplazmatyczna

iniekcja pojedynczego plemnika (ICSI; amgtracytoplasmatic sperm injectipn
1.2. Struktura plemnika i jego funkcja w procesie zaptanienia

Plemnik ludzki charakteryzuje ¢siduza heterogennicia btony komdrkowej,
ktorg podzielt mazna na pi¢ integralnych domen (Rycina 1.1.). Trzy z nich dog
sic w obrbie gtébwki. § to: region akrosomalny, okolica réwnikowa i domena
postakrosomalna. Pozostate dwie naldo witki i 3 to wstawka i cgs¢ gtowna witki
(Jones, 1998; Lenzi i wsp., 2002). Nig do kaca jasne mechanizmy utrzymoe
niezalenos¢ domen. Oprocz pigcienia tylnego midzy czscig rownikowg
i postakrosomakn oraz obgczy piekcieniowatej na granicy wstawki i ¢xi gtdbwnej
witki nie istnieg bowiem wyrane struktury graniczne gdzy nimi. Prawdopodobnie
heterogenn& btony komorkowej gamety zalea jest od wyspujacych medzy
glikokaliksem a btos oddziatywa elektrostatycznych, obecfw tratw lipidowych
i elementow cytoszkieletu gamety (Flesch i wspQ@@&hadan i wsp., 2004).

! Nomenklatura receptoréw estrogenowych oraz kgnoh je genéw jest niejednorodna.

W pismiennictwie pojawiaj sie takie pozycje jak ,receptory estrogenowe typu fiypu 2" oraz
sfeceptory estrogenowe alfa i beta”. ¥Wietle najnowszych zalegedotyczcych nazewnictwa
zdecydowano sina jednorodne okéanie receptoréw estrogenowych jako ,receptoryaggnowe
1i2, ESR1i ESR2", Z&kodugce je geny jakoEESR1i ESR2.

14
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Rycina 1.1. Domeny biony komodrkowej gametyskiej; A — region akrosomalny, B — domena
rownikowa, C — domena postakrosomalna, D — wstavka;- cz$¢ gtowna witki;
f — piekcien tylny, g - obecz piekcieniowata.

Cze$¢ lipidowa btony komorkowej plemnika sktada siv 70% z fosfolipidow,
w 25% z lipidébw obgjtnych i w 5% z glikolipidow (Flesch i wsp., 2000).
Rozmieszczenie fosfolipidow w btonie komorkowejtj@esymetryczne — do warstwy
zewretrznej naley sfingomielina oraz gtéwny fosfolipid btony plenkdw -
fosfatydylocholina, zado wewntrznej — fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanoloaeain
(Flesch i wsp., 2000). ¥od lipidow obogtnych najweksz role odgrywa cholesterol,
mogcy wptywa: na hamowanie reakcji kapacytacji. Jego zawantobtonie zaley od
etapu rozwoju plemnika (Lenzi i wsp., 1996; Kebewsp., 2013). Ponadto do
btonowych lipidow obajtnych naleéa desmosterol i estry cholesterolu. Obegno
glikolipidow wykazano zwlaszcza w zewtrenej blonie gamety opskiej.
3’-sulfogalaktozyloglicerolipid wyspuje w okolicy akrosomalnej btony i jego rola nie
jest jasna, polega prawdopodobnie na jej stabilaow (Flesch i wsp., 2000). Btona
komorkowa plemnikow zawiera tad sktadow biatkowa, a rozmieszczenie biatek jest
powigzane z petniogp przez nie funkg. Biatka wizace komork jajows (ang.egg-
binding protein on sperjrenajdug sie w okolicy akrosomalnej. Nate do nich m¢dzy
innymi byndyna, fukozylotransferaza, plemnikowethkaasp56 i sp95, biatko wikace
galaktoz i biatko wigzace mannog spermadhezyna, zonadhezyna, fosfolipaza A2.
W procesie fuzji z oocytem udziat bypmigdzy innymi biatka wewstrzbtonowe
z grupy ADAM (ang.a disintegrin and metalloproteinas® wiaciwosciach proteaz
i biatek adhezyjnych, svdd nich cyritesteina i fertilina, a tak biatka z rodziny CRISP
(Cho, 2012). Z procesem dekapacytacji ulmoajacym reako} kapacytacji waza Sie
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biatka HE4 i biatko HE1, regulage liczly i rozmieszczenie tratw lipidowych
(Tanphaichitr i wsp., 2007; Kawano i wsp., 2011).

Budowa plemnikowegoafira komorkowego jest tak wysoce specyficzna.
DNA jest upakowane w formie pseudokrystalicznejstaty z niego usugie prawie
wszystkie biatka wisciwe dla konwencjonalnej struktury chromatyny w kokach
somatycznych. Regularna forma nici DNA utrzymywgest w gtdwnej mierze nie
przez histony, a przez protaminy 1 i 2 (Szczydge€l02). W plemnikach znajdujegsi
5-15% widciwych dla komoérek somatycznych rezydualnych higtntworzcych
nukleosomy i zawieragych heterochromatygn S3 one usytuowane na kradziach
skondensowanegadra komorkowego. Ponadto chromosomy rozmieszczgmwe t&n
sposiOb,ze centromery znajdaijsie w srodku pdra, a telomery na jego obwodzie.
Ta kondensacja genomu, powaghd zmniejszenie oéfjosci jadra do okoto 5%
objetosci jadra komorki somatycznej, umlwia tatwiejszy jego transport oraz
czesciowo petni funkcg ochronm przed endonukleazami i wolnymi rodnikami
tlenowymi, uniemaliwia jednak transkrypej (Anand-lvell i wsp., 2011). Istnig]
badania potwierdzgge podwyszory dekondensa¢j genomu plemnikowego
u pacjentow z nieptodroig (Grunewald i wsp., 2009b).

Organella komorkowe plemnikag srowniez znacznie zredukowane pod
wzgledem ilgici w porownaniu do komérek somatycznych. Maldo nich: akrosom,
mitochondria i elementy cytoszkieletu udiwiajace poruszanie sigamet. Akrosom
bierze udziat w reakcji akrosomalnej i procesiekftjn gamety mgskiej z zenska.
Mitochondria, petnjce kluczowg role w produkcji energii niezginej do prawidtowego
poruszania sgi gamety, skoncentrowaneg sw okolicy wstawki. Prawidtowe
funkcjonowanie mitochondriéw zapewnrgaych ruchliwgé komarek jest konieczne dla
petnionej przez plemnik funkcji zaptadrjegj (Grunewald i wsp., 2006b; Sousa i wsp.,
2011).

1.3. Mechanizmys$mierci plemnikow

W wyniku ejakulacji, do drog rodnych kobiety zostajwolnionych kilka do
kilkunastu milionéw plemnikéw. Do zaptodnienia korki jajowej dochodzi przy
udziale jednego z nich. Nie jest donka jasne, co dzieje¢sz pozostatymi gametami.
Ich usuwaniu nie towarzygzobjawy stanu zapalnego. Prawdopodobnie mechanizmy

smierci plemnikbw § nieco odmienne od mechanizméwmierci komorek
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somatycznych, chiona r@nych etapach funkcjonowania gamegskich mana w nich

obserwowa wyktadniki apoptozy typowe dla komorek somatyczmyc
1.3.1. Apoptoza w komérkach somatycznych

Komorki mogy obumierg w dwdch gtownych mechanizmach — na drodze
apoptozy i nekrozy. Termin apoptoza, definay] zaprogramowansmierc komaorki,
zostat po raz pierwszyzyty w 1972 roku przez Kerra i wsp. (Kerr i wsp.,729. Jest to
fizjologiczny lub patologiczny proces wchagy w sklad mechanizméw regulacyjnych
dla wzrostu i dojrzewania organizmow. Apoptoza pgdl kontroli komorki i nie
wywotuje stanu zapalnego, gdyie powoduje uwolnienia istoty wewtnzkomaorkowej
do ustroju. Zapewnia homeos¢akontrolupc populagg komoérek oraz petni reol
ochronm ustroju eliminugc komorki uszkodzone (Norbury i wsp., 2001; Norbury
i wsp., 2004). Proces ten odgrywa istptale w morfogenezie tkanek podczas rozwoju,
zapewniaggc homeostaz komorkowy takze w obebie komorek germinalnych (Aitken
i wsp., 2011a). Sposob inicjacji apoptozy jest gfiezny dla tkanek i komorek, zate
takze od etapu rozwoju organizmu i integralaickomorki.

Gtowng komponery procesu jest proteolityczny ukiad do ktérego male
rodzina proteaz nazywanych kaspazami. Kaspaza)3gsBproteag cysteinowy, ktora
rozszczepia biatka i jest mediatorem ¢k@zcici etapow prowadgych do
programowanejmierci komérki (Ashkenazi i wsp., 1998; Brill i wsd.999).

Morfologicznie apoptoza przebiega w kilku etapaBlocztkowe zmiany to
widoczne w mikroskopigwietlnym zmniejszenie objosci komorki z cidniejszym
upakowaniem organelli komorkowych, oraz charaktsoma dla apoptozy pyknoza,
bedaca wynikiem kondensacji chromatyny. Pyknoza, obserana w mikroskopie
elektronowym, widoczna jest jako skondensowanenfi&gy chromatynyagdrowej na
obrzezach pdra komorkowego. W dalszym etapie btona komérkowegal silnemu
pofaldowaniu, nasgpuje karioreksja (fragmentacjagdra komdrkowego) oraz
przebudowa szkieletu komérkowego. W procesie namywa pczkowaniem
(ang. budding wytwarzane s ciatka apoptotyczne. Magone zawieré& fragmenty
cytoplazmy, organella komoérkowe lub fragmenigrpwe. W ostatnim etapie ciatka

apoptotyczne ulegafagocytozie przez makrofagi (Hochreiter-Huffondsp., 2013).
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W komodrkach somatycznych apoptoza jest regulowanpaziomie btonowym
(mechanizm  zewgirzkomorkowy,  zewsgtrzpochodny) i cytoplazmatycznym
(mechanizm wewstrzkomaorkowy, wewgtrzpochodny).

Zewngtrzkomorkowy sygnat osmierci komorki przekazywany jest przez
btonowe receptorgmierci wchodzace w sktad rodziny czynnika nekrozy nowotworéw
(TNF; ang.tumor necrosis factQr Biatka tej grupy zbudowane g bogatej w cystein
domeny zewstrzkomorkowej oraz wewgtrzkomorkowego fragmentu diugm okoto
80 aminokwaséw, nazywanego ,domefmierci” (ang. death domaih (Hymowitz
i wsp., 2010; Li i wsp., 2013). Do biatekdacych receptoramimierci naleég miedzy
innymi TNFR1 oraz Fas. Ligand FasLa# st do zewntrzkomoérkowej domeny Fas,
co wywotuje rekrutagj biatka adaptorowego FADD poprzez intergkg domep
smierci. FADD zbudowane jest z dome#mierci oraz domeny efektorowej, poprzez
ktdra w wyniku dimeryzacji rekrutuje prokaspad i prokaspag10 (Li i wsp., 2013).
Powstaje ,kompleks indukagy sygnatsmierci” (DISC, ang.death-inducing signaling
complex wywotujac aktywacg prokaspaz poprzez autokataliza¢Kischkel i wsp.,
1995). W przypadku TNFR1, po zyzaniu liganda fragment cytoplazmatyczny tworzy
kompleks zawierary TRADD, TRAF2/5, clAP1/2 oraz RIP1. Po dalszejdire RIP1
I RIP3 @ przylgczane wraz z TRADD do FADD, ktory rekrutuje prokazp8
i umazliwia apoptoz komorki (Wang i wsp., 2008; He i wsp., 2009). Afoga w tym
mechanizmie jest regulowana przez biatko c-FLIPyzgde s¢ z kompleksem FADD
oraz prokaspazy, prowagte2 do jego dezaktywacji (Elmore, 2007). Aktywacja
kaspazy-8 skutkuje aktywackaspazy-3 i -7. Nagbujagce po niej zmiany strukturalne
i biochemiczne prowadzdo smierci komorki.

Droga wewntrzkomorkowa mee by aktywowana po uszkodzeniu DNA, na
przyktad w wyniku hipoksji, przegrzania, naprommania, dziatania wolnych
rodnikéw tlenowych lub wiruséw. Obok mechanizmow praavczych komorki
aktywowane s takze biatka proapoptotyczne. Wbudowgic one w btog wewretrzng
mitochondriow i zwgkszap jej przepuszczalrié dla jonéw wodorowych. Prowadzi to
do redukcji potencjalu wewitrznej blony mitochondrialnej i upgkedzenia
funkcjonowania tacucha oddechowego, a w konsekwencji niewystagcepprodukciji
ATP. Zwickszona przepuszczal§tobtony umaliwia takze naptyw jonéw wapniowych
do wretrza komoérki, a to wywotuje uwolnienie do cytoplagntytochromu C.
Cytochrom C aktywuje mitochondrialny szlak kaspatezy apoptozy, wjzac
i aktywujgc apoptotyczny czynnik aktywagy proteaz (Apaf-1; ang. apoptotic
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protease activating factor}loraz prokaspaz9 i formujc apoptosom. Na drodze
mitochondrialnej, w dalszym etapie, uwalniane mby takze takie biatka jak czynnik
indukugcy apoptoz (AlF, ang apoptosis inducing facthrendonukleaza G i DNaza
aktywowana kaspaz (CAD; ang. caspase-activated DNgseKontrola i regulacja
wewnmngtrzpochodnej drogi aktywacji apoptozy podlega loatkz grupy Bcl-2 oraz
biatku p53 i opiera gi na relacjach czynnikbw pro- i antyapoptotyczny&dgms

I wsp., 2002; Cory i wsp., 2002).

Mechanizmy zewstrz- i wewmtrzpochodny & ze sol pofagczone i mog na
siebie wzajemnie oddziatywaMoze je take lgczye szlak egzekucyjny aktywowany
przez kaspaz -3, -6 i -7 (Igney i wsp., 2002). Kaspaza-3 wydase byc¢
najistotniejszym elementem szlaku egzekucyjnegpiaay i jest aktywowana jedynie
przez jedg z kaspaz inicjujcych — kaspaz8, -9 lub -10. Wywoluje ona aktywacj
CAD, ktora wywotuje proteolitycznkaskad zdarzé — aktywact dalszych prokaspaz,
fragmentagj DNA, zniszczenie biatek budulcowych komorkgcpkowanie i wreszcie
ekspresj ligandow umaliwiajacych komorkomzernym ostateczne wchtagmie ciatek
apoptotycznych. Jednym z kluczowych substratowkdispazy-3 jest biatko wiace
aktyre — gelsolina. Rozpoznanie i wchitgoie ciatek apoptotycznych jest wiove
dzicki zburzeniu symetrii btony komorkowej i eksterrzalcji fosfatydyloseryny.
Fosfatydyloseryna jest obecha w zewmnnej btonie komorek na pogtku procesu
apoptozy we wszystkich komérkach somatycznych. Wyge take w ciatkach
apoptotycznych. Mechanizm translokacji fosfatydglysy z wewgtrznego do
zewretrznego listka btony komoérkowej jest nie donka poznany, jednak uralowia
fagocytoz komorek poddanych apoptozie bez wywotania stamalnago(Elmore,
2007).

Z uwagi na naktadanie ¢siapoptozy i nekrozy oraz mlbwe trudnagci
w rozr&nieniu tych dwdch proceséw, badanie apoptozy wymagesslenia co
najmniej dwoch jej wyktadnikéw, przy czym w ekspemgntach najkorzystniejsze jest
wykazanie wczesnego i pidego markera tego procesu (Elmore, 2007).

1.3.2. Apoptoza w plemnikach ludzkich

Plemniki, tak jak pozostate komorki ustroju, mogy¢ usuwane na drodze
apoptozy lub nekrozy. Doktadny mechanizm tego pocgest jednak przyczyn
kontrowersji pomgdzy badaczami, a jego istota nie jest dondeo poznana.
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Prawdopodobnie gamety ¢skie, znajdujce s¢ po ejakulacji wzenskich drogach
rodnych, § rozpoznawane w wyniku masywnej infiltracji leukt@y i ulegaj
fagocytozie na ogromnskak. Proces ten musi Byefektywny i przebiega bez
produkcji wolnych rodnikow tlenowych czy cytokin gmapalnych. W literaturze
opisywane jest zachoglze po stosunku zjawisko migracji neutrofili do pagh szyjki

i trzonu macicy oraz jajowodu. Postuluje gdnak,ze fagocytoza cZci plemnikow
w drogach rodnych nie zmniejsza potencjalu zapkggtego mgzczyzny (Mikulska

I wsp., 1994; Matthijs i wsp., 2000; Eisenbach, 200Qren-Benaroya i wsp., 2007).
Nie wiadomo jednak jak dad, co wywotuje migragj komorek zernych do drég
rodnych kobiety. By moze same plemniki wydzielg@j substancje stymulage
fagocytoz. Sugeruje si ze fagocytoza plemnikéw ulegajych apoptozie przebiega w
mysl teorii cichej fagocytozy”, ktérej elementem jestkspresja na powierzchni
komorek markeréw apoptotycznych, takich jak btondkaaslokacija fosfatydyloseryny.
Utatwiajag one fagocytom rozpoznanie i szybkie wchéoie oznaczonych komoérek
(Aitken i wsp., 2011b; Aitken i wsp., 2013a). Teot¢ zdaje s} potwierdzé fakt, iz
zarowno na komorkach fagocydaych, jak i na komérkach nabtonkowych pochwy
oraz na komoérkach gruczotowych jajowodu, szyjkirzonu macicy znajddgj Sie
receptory dla fosfatydyloseryny (Botto, 2004; Wusp., 2006).

Badanie apoptozy w ludzkich plemnikach oparte jesiczsciej na jej
markerach obecnych ta& w komérkach somatycznych. Nadedo nich: btonowa
translokacja fosfatydyloseryny i aktywna forma kasp3, a take zaburzenia
potencjalu mitochondrialnego (MMP; angnitochondrial membrane potentjal
fragmentacja DNA oraz obecftobiatek pro- i antyapoptotycznych (Sakkas i wsp.,
1999; Sakkas i wsp., 2003; Barroso i wsp., 20068afik i wsp., 2006).

Apoptoza jest obecna podczas spermatogenezy iziokgmorek germinalnych
juz w okresiezycia ptodowego, gdy wagdrach konieczna jest optymalizacja proporciji
tych komorek do komérek Sertoliego, cagié skt z ich usuwaniem. Ugtedzenie tego
procesu prowadzi do nieptoditd meskiej (Rodriguez i wsp., 1997). W dalszym etapie
zycia uszkodzone komorki germinalne zeksy usuwane na drodze apoptozy, co
ogranicza udziat uszkodzonego DNA w procesie zap@wda. Dua ilos¢
apoptotycznych komorek germinalnych obserwowana ieptodnych mzczyzn
sugeruje raj nasilonej apoptozy tych komérek w mechanizmie toidposci.

Sugerowano tale zwigzek uszkodze DNA plemnikdw z obecniwia aktywowanej
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endogennej endonukleazy, ktorej funkcja miatabyegal na eliminacji uszkodzonych
gamet z procesu zaptodnienia (Gorczyca i wsp., 1993

Plemniki nmezczyzn mog zawier& nieprawidiowdci obejmugce zmienion
budowe chromatyny, aneuploidie i uszkodzenia DNA (Barrosowsp., 2000).
Uszkodzenia struktury DNA magby¢ spowodowane wolnymi rodnikami tlenowymi
(powstagcymi na przyktad w wyniku promieniowania, przegrzanzy infekcji), ale
mog tez by¢ efektem samej apoptozy (Sakkas i wsp., 1999; Bariowsp., 2000;
Sikora i wsp., 2006). Apoptoza w plemnikach potalmi¢ inicjowana jest na kilku
poziomach: na poziomigder (pod wptywem przegrzania, czynnikdw toksycznidi
niedoboréw  hormonalnych), rmairzy (w wyniku wysylania  sygnatéw
proapoptotycznych przez nieprawidiowe komoérki lub wyniku dziatania cytokin
prozapalnych) lub ejakulatu (na przyktad w wynikaku antyoksydantow). Me byt
takze wynikiem dziatlania substancji pochadgch z zenskich drég rodnych
(Eley i wsp., 2005; Gallegos i wsp., 2008; Aitkendgp., 2011b).

1.3.3. Apoptoza plemnikow a ptodnd¢ meska

W ostatnich latach prowadzonych jest corazcej bada nad zwjzkiem
apoptozy plemnikbw z ploddoia meska. Stwierdzono podwaszory apoptoz
u pacjentdow po wazektomii oraz u cieych na zylaki powrdzka nasiennego
(Marmar, 2001; Chang i wsp., 2010; La Vignera i wg®12). Wraz z poszerzaniem
bada apoptozy w gametachgskich zaczly si¢ pojawia sprzeczne dane dotygce jej
Zwigzku z parametrami nasienia. Oosterhuis stwierdzgatywr korelacg ruchliwasci
i koncentracji plemnikow z wygpowaniem gamet z blonawPST (Oosterhuis i wsp.,
2000). Paasch i wsp. stwierdzili podisgony odsetek plemnikéw z aktysvriorma
kaspazy-3 u pacjentéw nieptodnych w porownaniuapymi mezczyznami w grupie
kontrolnej, a Weng i wsp. stwierdzili podwszory fragmentagy DNA i czegstsze
wystepowanie PST w komorkach z aktysiiormg kaspazy-3 (Weng i wsp., 2002;
Paasch i wsp., 2003). Z drugiej strony Ricci i we®2002 roku nie stwierdzili zwzku
wyktadnikéw apoptozy zadnym z podstawowych parametréw nasieniagzkvi tego
nie potwierdzili te¢ inni badacze (Barroso i wsp., 2000; Ricci i wg8102). Wykryto,
ze Wicksza¢ gamet wykazugcych PST bylo komorkami zaliczanymi w ocenie
mikroskopowej do komérekywych (Kotwicka i wsp., 2008). Plemniki z PST mialy

nizsza ruchliwos¢ ruchem pospowym. Sugerowano we, ze zmiany ruchliwéci
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plemnikbw mog by¢ spowodowane wynikagym z procesOw apoptotycznych
obnizeniem komérkowego poziomu ATP (Kotwicka i wsp., 200 W toku dalszych
bada stwierdzono, 4 selekcja komorek bez markerow apoptozyzen@wikszye
szang na powodzenie ICSI, gana modelu komorki jajowej chomika pozbawionej
ostonki przejrzystej stwierdzonae podwyszony odsetek plemnikdw apoptotycznych
moze obnizaé zdolng¢ penetracji oocytu przez gamengska (Dirican i wsp., 2008;
Grunewald i wsp., 2008). Nie publikowano jak gtbtbada nad zalencscig
wystepowania PST i aktywnej formy c¢3 w plemnikacheskich oraz skuteczsoi
zaptodnienia ludzkiego oocytu. Wydaje,ste idealne do tego typu badag modele
IVF i ICSI. Dajg one maliwos¢ przeledzenia krok po kroku roli plemnika nazkkym
etapie zaptodnienia oraz zidentyfikowania etapuathapenia potencjalnie ulegaego
upasledzeniu
w wyniku nieprawidtowej funkcji gamety ¢skiej.

Apoptozie plemnikow mze take towarzysz§ fragmentacja DNA, maga
prowadz¢ do updledzenia ptodnici |1 procesOw  przedimplantacyjnych,
nieprawidtowego rozwoju zarodkowego, niskiego okisezagniedzania oocytow

I zwigkszonej liczby poronie(Bonduelle i wsp., 2002; Aitken i wsp., 2007, 28).0
1.4. Zaptodnienie

Meskie plemniki g produkowane w gdrach, w regulowanym przez
gonadotropiny procesie, jakim jest spermatogen®zavarunkach fizjologicznych, po
ejakulacji, nasienie dostarczane jest denskich drog rodnych, gdzie plemniki
przemieszczajsic w kierunku komorki jajowej. Plemniki po ejakulacijie s zdolne do
zaptodnienia oocytu. Aby nabytej zdolndci musi s¢ najpierw dokoné reakcja
kapacytacji. Jest to proces obejguy szereg skomplikowanych reakcji fizjologicznie
dokonupcych sé wstkepnie przy kontakcie z&éluzem szyjkowym, a nagtinie podczas
przemieszczania gigamety przezenskie drogi rodne w kierunku komorki jajowe;.
Jego istaf jest proteoliza czynnikdw dekapacytacyjnych (Aitke wsp., 2013c).
Kolejnym etapem zaptodnienia jest reakcja akrosamad nagpnie dochodzi do fuzji
gamety myskiej zzensky.

Chat reakcg kapacytacji po raz pierwszy opisano ponad&iaesit lat temu,
doktadny jej mechanizm nie zostat w§paony (Chang i wsp., 1951; Aitken i wsp.,
2013c). Sktada sina ni szereg reakcji biochemicznych i molekularnych, térich
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efekcie plemniki nabiergj zdolngci do kontaktu z wigcem i ostonk przejrzysi
(ZP — ang.zona pellucida oocytu. Nalea do nich: regulowany pod wptywem
znajdugcych se¢ w sluzie szyjkowym albumin i lipoprotein dej gestasci (HDL)
wyptyw cholesterolu z wewtrznej btony komoérkowej, co zwksza jej ptynnéc
I przepuszczalnig dla wodorowglanow i jonow wapniowych, hiperpolaryzacja btony
komorkowej, zwgkszenie fosforylacji tyrozyny i aktywsoi kinaz biatkowych,
zwigkszenie wewgtrzkomérkowego poziomu wodor@glandéw, wapnia oraz
cyklicznego adenozyno-3'5’-monofosforanu (CAMP) I odwyzszenie
wewngtrzkomorkowego pH (Flesch i wsp., 2000; Flesch pw&001; Signorelli i wsp.,
2012). Kapacytacja wire st z dwiema fazami: szylak wolng. Szybka mediowana jest
przez aktywagj kinazy biatkowej A (PKA; angprotein kinase Apod wptywem jonow
wapniowych i rozpuszczalnej, zateej od wodorowglandéw cyklazy adenylowe;.
Nastpuje bezpérednio po opuszczeniu przez nasienie  adhay
I charakteryzuje si gwattownymi, asymetrycznymi ruchami witki. PoziooAMP
wzrasta okoto 60 sekund po kontakcie z wod@glanami do poziomu maksymalnego,
a po okoto 90 sekundach zaczyna zalezna od PKA fosforylacja tyrozyny. Poziom
fosforylacji tyrozyny koreluje ze skutecziny pofgczenia plemnika z komoglajows.
PKA jest talkke zwhzana z regulagj ruchliwosci gamety (Liu i wsp., 2006; Jones
I wsp., 2008; Ickowicz i wsp., 2012). Faza wolnapoczyna s wraz z wyptywem
cholesterolu i wjze ze zmiag wzorca ruchowego plemnika prowadz do jego
hiperaktywacji, co ma na celu gghieccie przez plemnik odpowiedniej energii dla
penetracji ostonki przejrzystej oocytu (ViscontD0®; Okabe, 2013). Gwattownym
ruchom witki towarzyszy wzrost wewtizkomorkowego poziomu jonéw wapniowych.
Jest on kontrolowany prawdopodobnie przez speaydicalla gamet gskich,
aktywowane przez progesteron @akten znajducy sk w ptynie gcherzykowym)
kanaty jonowe CatSper (Chang i wsp., 2011). Inaktja kanatéw CatSper prowadzi
do nieptodnéci (Avenarius i wsp., 2009). Zmiana wzorca ruchow@iemnika mae
by¢ takze mediowana przez zalm od aktyny polimeryzag¢j fosfolipazy-D
(Itach i wsp., 2012).

Dojrzaly, zdolny do zaptodnienia oocyt znajduje sv stadium metafazy
Il podziatu mejotycznego. Ostonka przejrzysta jestvrgtrzkomorkowym ptaszczem
zbudowanym z glikoprotein otaczaym oocyt. Macierz ZP odgrywa kluczewole
w zaptodnieniu bdac substratem dla wzania plemnika oraz agonistegulowanej
egzocytozy pcherzyka akrosomalnego w plemniku, pgénirdwniez role ochronn
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przed polispermai oraz zapewnigf tworzcemu s¢ zarodkowi widciwe warunki do
czasu implantacji w btonigluzowe] endometrium (Wassarman, 2008; Wassarman
I wsp., 2008). Ludzka macierz ZP zbudowana jestterech glikoprotein — ZP1, ZP2,
ZP3 i ZP4 (Louros i wsp., 2013). ZP3 jest gatunkospmecyficzna. Wijze sk
z plemnikiem po jego kapacytacji i doprowadza doroa@malnej egzocytozy.
ZP4 wize st do przedniej agci poddanej kapacytaciji gametyskiej i takze indukuje
akrosomala egzocytoz. Heterodimery ZP2-ZP3ad¢zone § prawdopodobnie przez
ZP1, za& sama ZP2 peini raczej eolreceptora drugotzlowego, nie mag
bezpdredniego wptywu na reakgjakrosomala (Wassarman, 2008; Ganguly i wsp.,
2010; Gadella, 2012). W samym plemniku reakcja stmwalna charakteryzujeesi
utrag akrosomu i uwolnieniem enzyméw umtiviajacych wniknecie do oocytu
(Grunewald i wsp., 2006a; Govindaraju i wsp., 2012Zpwarzyszy temu falowe
naptywanie jonéw wapniowych z retikulum endoplazywahego do cytoplazmy
(Swann i wsp., 2008). Nawragag oscylacje poziomu wapnia depolaryzapcyt, co
uniemaliwia wnikniecie kolejnych plemnikdw do oocytu (tryb szybki binkania
polispermii), a nagpnie uwalniag lezace pod wewstrzng btorg oocytu gcherzyki
kortykalne, co prowadzi do modyfikacji ZP, czymi blore oocytu ostatecznie
nieprzepuszczajn dla innych gamet gskich (wolny tryb blokowania polispermii)
(Abbott i wsp., 2001; Gardner i wsp., 2006). Zmistzenia jondw C& prowadz
takze do aktywacji oocytu inicjgg kulminacg mejozy i usuricie drugiego ciatka
kierunkowego. Po okoto 16 do 18 godzinach po fuggnomdéw ojcowskiego
I matczynego dochodzi do formowania praedgy i replikacji DNA. Ostatnim etapem
pofaczenia plemnika i komorki jajowej jest syngamia eapiapca diploidalny genom

| formowanie zygoty.
1.4.1. Ocena funkcji zaptadniajacej plemnika

Z uwagi na zilaonas¢ procesu zaptodnienia, trudno jest wyzndczy
jednoznaczne parametry oznageaj funkcg zaptadniajca gamety mgskiej. Ze
wzgledu na dosfpnas¢ i brak inwazyjnéci, podstawowa ocena funkcji zaptadpcg)
plemnika obejmuje standardgvanaliz seminologiczg wedtug zalece WHO z 2010
roku. Zgodnie z tymi zaleceniami, za dglgranie koncentracji przyjmuje si
15 milionéw plemnikéw w mililitrze nasienia. Nasieno prawidtowej ruchliwéci

ruchem posgpowym charakteryzuje ruchligé postpowa co najmniej 32% gamet.
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Dolny zakres wartei referencyjnych dla plemnikéw o prawidtowej mddgii to 4%.
Zywotnas¢ plemnikOw oceniana przy pomocy testu hipoosmotggoanjest prawidtowa
gdy wynosi co najmniej 58% (WHO, 2010). Dalszychormacji dostarcz§ maze
badanie wyktadnikow apoptozy plemnikow i wreszcieema wynikow zaptodnienia
poréwnupgc model klasyczny i mikroiniekcyjny zaptodnienia zaoistrojowego.
Pohczenie tych wszystkich metod podnosi wéttmceny zdolnéci zaptadniagjce]

plemnika.
1.5. Estrogeny w organizmie ludzkim

1.5.1. Rola estrogendéw w ustroju

Do estrogenéw produkowanych w organizmie ludzkimlexa estron,
17B-estradiol (E2) oraz estriol.a0 hormony steroidowe powsiag z cholesterolu
w wyniku aromatyzacji androgenow pod wptywem zla@@ianych w wewetrznej
btonie mitochondrialnej enzymow z grupy cytochrofd50. Ostatni, nieodwracalny
etap produkcji estrogenéw to demetylacja zachcalpod wptywem aromatazy P450
(Nelson i wsp., 2001). Estrogeny odnéa midzy sola ustawienie grup
hydroksylowych oraz aktywr6é biologiczna. 1p-estradiol to hormon o najsilniejszym
dziataniu, produkowany w 95% przez komoérki ziamigjnika, a take przez taysko
oraz tkank ttuszczow w wyniku aromatyzacji dihydroandrostendionu i ¢ss¢ronu
oraz konwerg z estronu. Estron ma okoto 5-10 razy stabaktywna¢ biologiczry
i powstaje gtébwnie na drodze obwodowej konwersjardrostendionu. Estriol jest
najstabszym estrogenem, powstaje jako produkt roérabu estradiolu i estronu
(Kuiper i wsp., 1997; Warenik-Szymankiewicz, 200Bstrogeny s transportowane
w formie zwhzanej z biatkami osocza — estradiolagi@ st z globulip wigzaca
hormony piciowe (SHBG; angex hormone binding protgina estron z albuminami.
Ich aktywnd@¢ biologiczna zachodzi jedynie w stanie wolnym. Dhdujg najpierw
przez bitogw komérkows komérek docelowych, anagphie oddzialuyj poprzez
wewngtrzkomorkowe receptory estrogenowe (Warenik-Szyreamkz, 2003).

Estrogeny maj szerokie spektrum dziataniag $dpowiedzialne nie tylko za
rozwoj i regulag} zenskiego uktadu rozrodczego, ale wpltywahkze na szereg innych
ukltadéw ludzkiego organizmu (Gustafsson, 2003). Iohjwaniejsze funkcje

w zaleznosci od miejsca dziatania przedstawiono w tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Funkcja biologiczna estrogenéw w oryare ludzkim.

Uktad

Funkcja estrogenéw

Uktad piciowy

- Pobudzanie rozwojzenskich nargdoéw piciowych

- Ksztattowanie 1l- i lll-rzdowych cech piciowych

- Stymulacja proliferacji komérek pécieliska endometrium, wzrostu masy
migsniowej macicy oraz perystaltyki macicy i jajowodow

- Pobudzanie rozwoju sutka oraz zewmnych narzdow piciowych,
przygotowanie sutkow do laktacji (Feng i wsp., 2007

- Zwigzek z rozwojem raka piersi, prostaty, macicy, jariendometrium
(Khan i wsp., 1998; Shaaban i wsp., 2002; Dey i.w2pl3; Jargbek i wsp.,
2013)

Uktad

SEercowo-naczyniowy

Dziatanie kardioprotekcyjne poprzez:

- Rozszerzanie nacakrwionosnych (Farhat i wsp., 1996)

- Obnianie cholesterolu catkowitego, regulkasjzen lipoprotein o niskiej

i wysokiej gstasci (LDL i HDL) (Lamon-Fava i wsp., 2010; Barros sp.,
2011)

- Stymulacja wydzielania insuliny u chorych na ayke (Alonso-Magdalena
i wsp., 2013)

Uktad

migsniowo-szkieletowy

Zapobieganie osteoporozie:

- Hamowanie powstawanie osteoklastow, stymulacfgvakosci osteoblastow,
zwiekszanie uwalniania kalcytoniny

- Kluczowy hormon w procesie mineralizacjigow okresie dojrzewania

- Utrzymywanie struktury i masy koi po menopauzie (Melville i wsp., 2013

Uktad nerwowy

- Regulacja aktywriei neuronalnej i dziatanie neuroprotekcyjne (De idiar

i wsp., 2013; Spence i wsp., 2013)

- Prawdopodobnie regulacja motywacji, proceséw peimivych, koncentraciji
uwagi oraz agres;ji (potwierdzone wggbwanie receptorow estrogenowych y
okolicy hipokampa)(Witty i wsp., 2013)

- R&nicowanie zalenie od ptci czéci mézgu odpowiedzialnych za
zachowania pifciowe i spoteczne (hipokamp) (lvaniovap., 2000; Scharfman
i wsp., 2006)

<

1.5.2.Estrogeny w neskim ukfadzie rozrodczym

Estrogeny kojarzonegsgtownie zzeaskimi hormonami ptciowymi. Jednak od

kiedy w 1934 roku Zondek wykazat ich obe&how moczu ogiera, a potem

w 1962 roku Jayle i wsp. potwierdzili syngeestrogendow w ludzkimagrze, rénie

ilos¢ doniesié potwierdzajcych nie tylko obecnig, ale take ogromm role, jaka
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hormony te odgrywajw meskim ukfadzie rozrodczym (MUR) (Carreau i wsp., 201
Podstawowe funkcje afler, a wec spermatogeneza i produkcja hormonéw
steroidowych, & kontrolowane nie tylko przez hormon luteinigey (LH) i hormon
folikulotropowy (FSH), ale tate przez testosteron i czynniki produkowane miejsgow
wsrod nich estrogeny. Wykazano obeghestrogenow oraz ich receptorow w tkankach
MUR wielu ssakdéw. Obecisé estrogendw w samychgdrach jest take dobrze
udokumentowana. &tenie tych hormondéw w gskim nasieniu jest wypze ni

w osoczu kobiet (Hess i wsp., 1997). W toku dalbzylsada stwierdzono
wystepowanie aromatazy P450 w tkankach MUR, komoérkachiolego i Leydiga,
komorkach gametogenicznych oraz plemnikach, co mgkana ich zdoln@ do
produkcji estrogenéw (Hess, 2003). Dowiedziona¢ake modele myszy pozbawione
aromatazy (ArKO) oraz receptorow estrogenowyddRKO, BERKO) maj zaburzenia
ptodnaici, za& u nezczyzn z deficytem aromatazy wyptije obnkona ruchliwgé
plemnikéw (Carreau, 2003). Badania na modelu sezorn@zmnaajgcej Sk nornicy
rudej dowiodty,ze ekspresja receptoréw androgenowych, aromataz PESR2 jest
zalena od czasu ekspozycji saviatto. Oznacza toze jest ona wiksza u zwieragt
wymagajicych do rozrodu ditszej ekspozycji ndwiatto, u ktérych wysipuje w peni
rozwinigta spermatogeneza w poréwnaniu do zwieravymagagcych krotszej
ekspozycji, gdziegdra s gorzej rozwingte (Bilinska i wsp., 2000; Bilinska i wsp.,
2001). Estrogeny powodyjtakze hamowanie wydzielania testosteronu w komorkach
Leydiga, zaktocaj rozwoj ptodowy tych komérek, hanmugapoptoz postmejotycznych
komorek germinalnych oraz odpowiaglap zwekszenie ildci spermatogonii wadrze
(Carreau i wsp., 2011a; Carreau i wsp., 2012b)aBmnpotwierdzonoze podawanie
samcom niewielkich dawek tych hormondéw powoduje ovzienie spermatogenezy
u szczuréw, u ktérych byta ona upedzona (Atanassova i wsp., 2000; Ebling i wsp.,
2000). Déwiadczenia te pozwalajpostulowd, ze estrogenysssilnymi modulatorami
funkcji meskiego uktadu rozrodczego, jednak doktadny mecimanch oddziatywania
nie jest dokfadnie poznany.

1.5.3.Mechanizmy dziatania estrogenow
1.5.3.1. Receptory estrogenowe

Dziatanie estrogenéw na komoérki docelowe zachodai pgrednictwem
receptorOw estrogenowych. W organizmie ludzkim wgi® mazna dwa typy
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receptoréw — receptor estrogenowy 1 (ESR1) i recegdtrogenowy 2 (ESR2)3 ®ne
kodowane przez oclone geny i wykazuajrozng ekspresj zalezng od rodzaju tkanki
i okresu jej dojrzewania. W e&i naraddw, na przyktad w jajniku i macicy, sutku,
ptucach, miocytach i fibroblastach serca, pniu nudzgizeniu kegowym stwierdza si
ekspresj zarowno ESR1 i ESR2, jednak w niektorych tkanka&kpresja jednego
z receptorow mize przewaa¢ nad drugim. ESR1 jest receptorem dominyin miedzy
innymi w macicy, gruczole krokowym, komorkach tekath jajnika, kdciach, sutku,
komorkach mizszowych prostaty, mozgu, atvobie i tkance tluszczowej, g&ESR2
w okreznicy, nabtonku sterczaggrach, komaorkach ziarnistych jajnika, szpiku kostiny
sliniankach oraz nabtonku naczyniowym (Heldring ipys2007; Nilsson i wsp., 2011;
Dey i wsp., 2013). Postulujegsistnienie potencjatu regulacyjnego ESR2 dla elgpre
i efektow dziatania ESR1 (Saunders, 2005).

ESR1 kodowany jest przez zbudowanysmm eksonow, zawieragy 472 929
par zasad geBSR1 Znajduje st on w odcinku g24-g27 chromosomu 6.

Gen ESR2 kodupcy ESR2 jest zbudowany z dziewiu eksondéw. Zawiera
254 319 par zasad i zostat zmapowany wzkur q23-24.1 chromosomu 14 (Enmark
i wsp., 1997; Tsukamoto i wsp., 1998; Khattri i ws3009a).

Receptory estrogenowe zbudowarge = czterech funkcjonalnie oghnych

domen:

* N-koncowy region A/B, zawiergry niezaleny od liganda motyw AF-1
(ang. activation function-1 odpowiedzialny za aktywagj transkrypciji
I interakcje biatko-biatko, specyficzny dla tkarigpromotora; motyw AF-1
jest bardziej aktywny w ESR1 orazzr sic miedzy ESR1 i ESR2 budaw
I dlugdécia tancucha wykazujc nisky konserwatywné&t, co mae by
przyczyry odmiennej reakcji ESR1 i ESR2 na niektére liga(my przyktad
4-hydroxytamoxifen i raloxifengsczesciowymi agonistami dla ESR1, ale
antagonistami dla ESR2) (Weihua i wsp., 2003; Ascewsp., 2006),

* region C, nazywany #e domen DBD (ang. DNA binding domai)
zawierajcy domer wigzaca DNA, odpowiedzialp za dimeryzagj
receptora i przyczanie kompleksu ligand-receptor; struktura ta jest
konserwatywna w 96% dla obu receptoréw i zawiengpilowany motyw

wigzacych DNA, powizanych przez atom cynku czterech reszt
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cysteinowych, porownywanych €#o do tzw. palcow cynkowych, jednak
nie posiadajcych tréjwymiarowej struktury (Kumar i wsp., 1999),

* region D, nazywany domenzawiasowy — jak dogd najgorzej poznany
fragment, zawieragpy sygnat lokalizacji gdrowej NLS (ang.nuclear
localization signal oraz miejsca modyfikacji post-translacyjnej (Aszie
i wsp., 2006),

* C-koncowy region E/F, zwany tefragmentem LBD (angligand binding
domaing, zawiera motyw AF-2 (an@ctivation function-p odpowiedzialny
za funkcg transkrypcyjm aktywowamn przez swoisty ligand; fragment ten
zawiera biatka opiekicze z rodziny biatek szoku cieplnego (HSP; dreat
shock proteinstakie jak HSP70 i HSP90; domena E pozwala na homo
i heterodimeryzaej receptora; region E/F jest konserwatywny w 56% dla
obu receptorow (Kumar i wsp., 1999; Ascenzi i wQ006; Khattri i wsp.,
2009a).

ESR nalea do receptoréw gdrowych i g czynnikami transkrypcyjnymi
indukowanymi ligandem (Heldring i wsp., 2007). Daide regulacyjne dla transkrypciji
receptorow jest zame od interakcji z odpowiednimi koaktywatorami dtymulaciji
ekspresji poszczegoélnych gendéw lub z korepresordiai jej inhibicji (genomowy
mechanizm dziatania estrogendéw poprzez ESR). Hoymten mog takze dziald

poprzez ESR w mechanizmie niegenomowym (Marinop.w2006).
1.5.3.2. Genomowy mechanizm dziatania estrogenow

Genomowy mechanizm dziatania estrogenow powodujdyfil@cje ekspresji
specyficznych gendéw. Do dziatania genomowego dozhpad okoto dwdch godzinach
od stymulacji estrogenem (Ascenzi i wsp., 2006; iMari wsp., 2006). Efekt ten
powstaje po przgczeniu kompleksu estrogen-ESR do regionu promotegowgenu
docelowego w sposib bezpedni lub za pérednictwem interakcji typu biatko-biatko
z czynnikami transkrypcyjnymi. Czynniki transkrypag petng role tacznika medzy
informacp zawary w genomie, a wdr@niem jej w funkcjonowanie komorki. ESR1
i ESR2 wys¢pujace w cytoplazmie komoérelg siieaktywne. Ich aktywacja ngpuje po
przylaczeniu odpowiedniego liganda, co po oddysocjowabiatek opiekuiczych
powoduje dimeryzagjreceptorow i ich stabilizagjoraz umaliwia dalszy transport do

jadra komoérkowego (Sinkevicius i wsp., 2009). W klesym mechanizmie estrogeny
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wpltywajg na genom komorkowy poprzez aganie dimeréw ze swoistym, maym
struktug palindromows elementem odpowiedzi na estrogeny (ERE; agjrogen
response elements(Klinge, 2001). Mdaliwe jest take dzialanie genomowe
w mechanizmie alternatywnym, gdy struktura ERE edpda jedynie cgciowo
budowie klasycznego ERHub gdy po dimeryzacji receptora nie dochodzi do
pofaczenia z ERE. Sytuacja ta dotyczy okoto 35% gend@nieczny jest wtedy inny
czynnik transkrypcyjny dla mediowania potenia z DNA, dziatacy na zasadzie
koaktywatora lub korepresora. ¥¥e st on do receptora lub do innych czynnikéw
transkrypcyjnych, prowadez do interakcji z nimi., na przyktad czynnikdrowy xB
(NFxB ang.nuclear factorxB), biatko stymulugce-1 (Spl, angstimulating protein X
czy czynnik aktywujcy transkrypgj-1 (ATF-1, ang.activating transcription factor Y1
(O'Lone i wsp., 2004; O'Lone i wsp., 2007). Do genaktywowanych w tym
mechanizmie nal® miedzy innymi geny koduge: cyklie D1, antyapoptotyczne
biatko-2 w chitoniaku z komérek B (Bcl-2), kolagenanwalbumir i receptor dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1, aingulin-like growth factor-}1(Marino

I wsp., 2002; Fujimoto i wsp., 2004a; Fujimoto ipys2004b; Marino i wsp., 2006).
Oddziatywanie ligandow z receptorami estrogenowywmazliwia stymulacg lub
hamowanie procesu transkrypcji (Paige i wsp., 1999)mechanizmie genomowym
moze dochodz takze do autoregulacji ekspresiji receptoréw estrogecbvppprzez E2

I gonadotropiny (Weihua i wsp., 2003).

1.5.3.3. Niegenomowy mechanizm dziatania estrogenow

Dziatanie estrogenéw w mechanizmie niegenomowymarngm te szybkim
(ang. rapid) zachodzi po kilku-kilkudziegciu sekundach od stymulacji estrogenem,
prawdopodobnie poprzez receptory zlokalizowane amiet komorkowej (Szego i wsp.,
1967; Morley i wsp., 1992; Marino i wsp., 1998; 8imaini i wsp., 2004). Lokalizagj
w obrebie btony komoérkowej wykazuje okoto 5-10% wszyskkiESR komorki (Levin,
2009). W dosfpnym pémiennictwie znalgt mazna publikacje sugergge, ze receptory
btonowe maj odmienmn od klasycznych, chiobardzo do nich podohrbudowe. Istniep
takze prace potwierdzage obecn& klasycznych gdrowych ESR1 i ESR2 w btonie
komorkowej (Toran-Allerand i wsp., 2002; Marino s, 2006). Klasyczneydrowe
ESR nie zawiergjjednak typowych dla receptoréw btonowych domengbdonowych.
Postuluje si wiec, ze g one jedynie zakotwiczone w btonie komérkowej atoazane
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Z innymi biatkami btonowymi. Mgliwe jest take istnienie wariantow splicingowych
ESR skutkujcych utworzeniem z tych receptorow integralnychdiaransbtonowych
(Kim i wsp., 1999).

Postuluje si, ze alternatyw dla klasycznych ESR zlokalizowanych w btonie
komoérkowe] mae by zbudowany z siedmiu domen btonowy receptor estrogs
GPR30 (Revankar i wsp., 2005). GPR30 diodziat w szybkiej odpowiedzi komorek
na estrogeny (Kelly i wsp., 1999). Obeéfdych receptoréw wykazano w btonie
komorkowej i retikulum endoplazmatycznym komoérekaagpiersi (Thomas i wsp.,
2005; Mo i wsp., 2013). Ich nasilona ekspresja jegynnikiem rokowniczo
niekorzystnym w przebiegu raka ptuc, raka endomeetri raka jajnika, a polimorfizmy
kodugcego je genu g zwigzane z patofizjologi guzow o typie nasieniakdw
u mezczyzn (Jala i wsp., 2012; Wang i wsp., 2012; Petnsp., 2013; Chevalier i wsp.,
2014).

Sugeruje s, ze E2 hczac sk z receptorem btonowym me indukowé jedm
z czterechsciezek przekazywania sygnatu: poprzez fosfolipaz (PLC)/biatkova
kinazz C (PKCs), poprzez Ras/Raf/MAPK, poprzez kinarfosfatydyloinozytolu
(PIBK)/AKT i wreszcie poprzez cAMP/PKA (Marino i ws 2006).Sciezki te tacza sie
z kolejnymi tacuchami metabolicznymi i uruchamiapalsz kaskad zdarzé, na
przyktad aktywuyc receptor IGF-1 i dalej aktywackinaz aktywowanych mitogenami
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinagsegKahlert i wsp., 2000). Rodzaj
aktywaciji sciezek przekazywania sygnatu w komaorce przez recepstyogenowe jest
swoisty dla poszczegolnych tkanek, jednak funkaaeptorow btonowych i rola
niegenomowego dziatania estrogenéw w ustroju jegtah nie do kaca poznana
| pozostaje przedmiotem dalszych badansonoff i wsp., 1998; Marino i wsp., 2006).
Stwierdzono na modelu zwiexaym silny udziat receptorow btonowych w czysoo
nabtonka naczyniowego oraz jajnikow (wytenie receptoréw btonowych prowadzito
do updledzenia funkcji jajnika i nieptoddoi u osobnika zeaskiego myszy)
(Adlanmerini i wsp., 2014). Z uwagi na kondengachromatyny uniemadiwiajaca
transkrypag, w gametach gskich maliwy jest prawdopodobnie jedynie niegenomowy

mechanizm dziatania receptoréw estrogenowych (Luicasp., 2004).
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1.5.4.Receptory estrogenowe w gskim ukfadzie rozrodczym

Receptor ESR1, zostat po raz pierwszy odkryty wOl8&ku przez Elwooda
Jensena (Jensen, 1962; Jensen i wsp., 2010). W @3 skonstruowano model
genetyczny myszy pozbawionej gem$R1 (ang. Estrogen receptor alpha knockout
mouse oERKO mouse Na jego podstawie stwierdzonae receptor ten nie jest
niezkedny do zycia, jednak pozbawienieESR1 osobnikdw mgskich prowadzi do
upcsledzenia spermatogenezy i pogorszenia ptécince wzgédu na atrok jader. Jest
ona medzy innymi wynikiem poszerzenia kanalikow wyprowageych pdra
spowodowanego zaburzprresorpcy ptynu. Nasienie uzyskane odERKO miato
obnizong ruchliwcs¢ i koncentragj, a w ddwiadczeniach w warunkacin vitro
plemniki nie zaptadnialy komorki jajowej. Dojrzateneskie osobniki myszy
pozbawionychESR1wykazywaly ponadto obaong liczbe kopulacji w stosunku do
osobnikéw majcych ten receptor (Lubahn i wsp., 1993; Eddy i wg®96; Arao
I wsp., 2012). W toku dalszych baddowiedziono,ze w warunkach fizjologicznych
zagsszczanie nasienia w nasieniowodach jest efekteatatua ESR1 niezateego od
ligandu, z& odpowied na pohczenie receptora z estrogenem to stymulacja rozwoju
i/lub zywotnasci komérek germinalnych (Sinkevicius i wsp., 2009Y. 1996 roku
odkryto ESR2 kodowany przez g&i$R2 a w konsekwencji stworzono modele myszy
pozbawione] ESR2 (BERKO; ang. Estrogen receptor beta knockout mouswaz
pozbawioneESR1i ESR2(aERKO; ang.Estrogen receptor alpha and beta knockout
mousg. Mysz pici zenskiej pozbawionaESR2 miata niszy potencjat rozrodczy.
U osobnikéw mgskich nie stwierdzono jednak pogorszenia ptddingedynie przerost
pecherza i prostaty (Krege i wsp., 1998).

Rozmieszczenie i ekspresja receptorow estrogenowycheskim ukladzie
rozrodczym s zalezne nie tylko od rodzaju naydu, ale take od etapu rozwoju
poszczegolnych nagdow (Tabela 1.2.). Rozpowszechnienie ESR w MUR potiza
duza rolg, jaka estrogeny odgrywajw fizjologii meskiej ptodndgci.
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Tabela 1.2. Rozmieszczenie ESR1 i ESR2¢skim uktadzie rozrodczym w zadeosci od rodzaju
pigka, 2007) i (Filipiak i wsp., 2012))

narzdu i etapu rozwoju (wedtug (Czu

Tkanka ptodowa

Tkanka noworodkow3

Tkanka dojrzata

ESR1 ESR2 ESR1 ESR2 ESR1 ESR2
Komoérki Leydiga + ++ ++ ++ +/- ++
Komérki Sertoliego - ++ - ++ +/- ++
Przewodziki +++ +++ +++ +++ +++ +++
odprowadzajce
Komorki

plemnikotworcze

+++

++

+++

Komoérki nabtonkowe
najadrza

++

++

+++

Nasieniowod

++

++

+++

Pecherzyk nasienny

?

?

+

++

+

++

Prostata

?

?

+

++

+

+++

ESRL1 - receptor estrogenowy 1, ESR2 — receptaygesiowy 2, + staba ekspresja, srédnia ekspresja,
+++ silna ekspresja, +/- ¢& komdrek wykazuje ekspresj? brak danych

Takze w samej gamecie gskiej potwierdzono obecdd ESR1 i ESR2 zaréwno
w dojrzatych plemnikach jak i na mdych etapach spermatogenezy. Oba receptory
zlokalizowano w spermatogoniach i dojrzatych spewyai@ch. ESR1 znajduje ¢si
ponadto w spermatocytach | i Il gdu, z& ESR2 jest dominggym receptorem
estrogenowym w spermatogoniach (Pentikainen i w&p0; O'Donnell i wsp., 2001).
Doniesienia dotycgce ich doktadnej topografii w offsie dojrzatej gamety nieas
jednoznaczne. Aquila i wsp. wykazali obesh@SR1 w okolicy wstawki ZaESR2
w witce plemnika (Aquila i wsp., 2004). Solakidiwisp. wykryli ESR1 w okolicy
rownikowej gamety, a ESR2 w jej wstawce (Solakidwsp., 2005). Obecré
receptorOw estrogenowych w okolicy wstawki i witkjdzie skoncentrowaneg s
odpowiedzialne za dostarczanie energii plemnikontochiondria sugerujeze ich
aktywnai¢ i funkcja w zakresie prawidtowej transdukcji syfinastrogenowego nie
miec istotny wptyw na ruchliwéé, a w zwizku z tym take na zdoln&¢ zaptadniajca
plemnikéw (Lazaros i wsp., 2010).

Wielokierunkowd¢ dziatar estrogenow w gskim uktadzie rozrodczym, a tak
szerokie rozpowszechnienie ich receptorow w garhetaaz nargdach MUR zactca

do dalszych badanad istog zaleznosci tych hormonow i funkcji plemnikéw gskich.
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1.6. Polimorfizmy genetyczne i ich zwizek z podatndcia na
choroby

Warianty DNA wysgpujace u wecej nz 1% populacji nazywane as
polimorfizmami genetycznymi (Chakravarti, 1999). Wip polimorfizméw na zmiaa
fenotypu czy podatr$é na choroby jest zmienny i zaley od lokalizacji polimorfizmu
W genomie, szczegOlnie w zal®sci od umiejscowienia w obbie sekwenciji
kodujgcych lub niekodujcych. Najczstszym typem polimorfizmu jest polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (SNP, angingle nucleotide polymorphigmPozostate
polimorfizmy mog powstawa w wyniku delecji lub insercji sekwencji kilku
nukleotydow, lub duplikacji albo delecji gkiszych fragmentéow DNA. Mag si¢
pojawia takze SNP krétkich fragmentow tandemowych.

Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow powstapajczsciej jako efekt
nieprawidtowej replikacji albo naprawy DNA. Meggby¢ zwigzane z rénymi
fenotypami, a take ze zwgkszory podatndcia lub odpornécia na choroby (Collins,
1997). W przypadku niektérych chorob genetycznychggnstuzy¢ jako markery
genetyczne (Wang i wsp., 1998; Chakravarti, 199G9NP mog wplywat na
metabolizm ustroju poprzez zmigproduktu biatkowego lub, w przypadku receptorow
— zmiarg ich ekspresji. Wiksza¢ SNP wys¢puje w sekwencjach niekodugych.
Lokalizacja w nie poddanych translacji 5’-regionaggulatorowych mze zaburzé&
regulacg transkrypcji genu. Na przyktad receptor hasoyj FcRIlb (fragment Fc
immunoglobuliny G, receptor o stabym powinowactwi; ang. Fc fragment
of immunoglobulin G, low affinity llb recepiojest negatywnym regulatorem produkcji
przeciwciat w procesie odporfmowym. Polimorfizm G-C w ludzkim genie
promotorowym FCGR2B jest zwhzany z wysipieniem tocznia rumieniowatego
uktadowego. Tranzycja ©6C prowadzi do kompetytywnej interakcji czynnika
transktypcyjnego Yin-Yangl ze zmieniprsekwengj, co skutkuje zmniejszonym
wigzaniem do AP1 (Olferiev i wsp., 2007). Polimorfizwyniekodujcym regionie 3’
mog rowniez zaburza funkcje komorki, tak jak w przypadku tranzycji-6A w genie
protrombiny, ktora prowadzi do otmgnia efektywnéci obrébki mRNA i zwékszenia
nieprawidtowadci w jego obgbie. SNP mog wysipi¢ takze w regionie koduagcym.
Jezeli nie wywotup zmian sekwencji aminokwaséw kodaych biatka, 8 nazywane
polimorfizmami synonimicznymi. Zeli nas¢puje zmiana aminokwasu, polimorfizmy

nazywa s niesynonimicznymi. Te z kolei dziekie na missensowne (zmiany sensu),
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ktore mog prowadz¢ do updledzenia funkcji biatka, oraz nonsensowne, skuatej
przedwczess terminacy transkrypcji. Tego typu polimorfizmy w rejonie gieznym
migdzy intronem a eksonem mpgprowadzt do alternatywnego skfadania
(ang.splicing) i heterogennii produktow biatkowych, co ni@ odgrywa istotry role
na przyktad w rozwoju zkiwosci nowotworow (Shupnik i wsp., 1998; Brinkman,
2004).

Migdzy polimorfizmami genetycznymi mie wystpowa takze nierbwnowaga
sprzzen (ang.linkage disequilibriuh powodugca nielosowe spezenia r@nych loci,
od czego zale zmiany funkcji genu (Ogata i wsp., 2012).

Rowniez w obrbie gendw kodujcych receptory estrogenowe opisywane s
polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw. Sugeruje, e zwhzane z SNP potencjalne
zaburzenia budowy receptorow estrogenowych, a ¢gnaadzie zaburzenia transdukcji
sygnalu estrogenowego, prowadzimog nie tylko do szeregu zaburze

ogolnoustrojowych, ale tak do upéledzenia mskiej ptodndgci.

1.7.Polimorfizmy gendw receptora estrogenowego 1 i 2@odatnosé
na choroby
Zwigzek SNP receptorow estrogenowych z wgetvaniem schorzewydaje s¢
by¢ zalezny od przynalenosci etnicznej. W bazie National Center for Bioteclmgy
Information fttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp znajduje s informacja o 8356
polimorfizmach ESR1 i 2388 polimorfizmachESR2 (stan na 31.12.2013 roku);
wigkszas¢ z nich zlokalizowana jest w intronach. PolimorfiznESR1 rs2504063

I rs851982 zwjzane § z obnizong gestascia mineralry kosci i zwiekszonym ryzykiem
osteoporozy (Styrkarsdottir i wsp., 2008). Wykazanwiagzek dwudziestu trzech
polimorfizméw ESR1 ze zwekszonym ryzykiem wygpienia cukrzycy typu 2.
powiktanej niewydolnécia nerek, z& warianty rs2234693 i rs9340799 mog
warunkowa wystpienie tagodnej depresji u kobiet (Keene i wspQ&MRyan i wsp.,
2012). Tranzycja FC w polimorfizmach rs2077647 i rs2234693 ekgza ryzyko
marskdci watroby u pacjentow z zapaleniemgtnoby typu B (Yan i wsp., 2011).
Ponadto badania w populacji abkkiej wykazaly zwizek polimorfizmu ESR1
rs2234693 z wygpowaniem skoliozy idiopatycznej u kobiet, jednaksg® badania
nie potwierdzity tej zalenosci dla populacji kaukaskiej (Janusz i wsp., 2013).

W przypadkuESR2 stwierdzono zaleos¢ miedzy wystpowaniem zaburze
mieshgczkowania u kobiet populacji afskiej dla polimorfizméw rs1256049 oraz
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rs4986938 (Sundarrajan i wsp., 2001). SNP rs4986988zano take

z zaawansowan endometrioz w populacji japaskiej, ch@ w populacji greckiej,
wioskiej i koreaskiej nie potwierdzono tej relacji. Nie potwierdoorowniez zwigzku
polimorfizméw ESR2z gestascig mineralry kosci. Ponadto SNP rs4986938 wyysilje
czesciej u chorych z chorabwiencows niz u zdrowych pacjentow (Mansur Ade i wsp.,
2005; Nott i wsp., 2008).

Jakkolwiek zwjzek receptoréw estrogenowych z patoggnexka piersi jest
dobrze udokumentowany, to jednakzdubadania populacyjne nie potwierdzity jak
dotad jednoznacznie zwtku polimorfizmow ESR2z czstdscia wyskpowania tego
nowotworu. Zwjzek ten podejrzewamazna jedynie w wyniku analizy haplotypow
(Hevir i wsp., 2011; Yu i wsp., 2011).

Podejmowano ji proby analizy zwjzku polimorfizmow genow kodagych
receptory estrogenowe w konfele ptodndci meskiej. Najczsciej opisywanymi SNP
sa: dla ESR1polimorfizmy w miejscach restrykcyjnydvull (397T—C) (rs2234693)

I Xba (351A—G) (rs934099) zlokalizowane w intronie 1 oraz d&SR2 Rsd
(1082G—A) (rs1256049) w eksonie 5Alul (1730A—G) (rs4986938) w sekwencji
niekodupcej przy kacu 3' w eksonie 8. Polimorfizmy genetyczne magptywat na
struktug kodowanych przez nie receptoréw. Z uwagi na udowmd/ udziat
estrogenéw w funkcjonowaniu gskiego uktadu rozrodczego i rozpowszechnienie
receptoréw estrogenowych w jego etie, wydaje si, ze zaburzenia transdukcji
sygnalu estrogenowego mymg powstawa w wyniku nieprawidtowej struktury
receptora magmiec istotny wptyw na parametry nasienia i jego fugkdednak wyniki
dotychczasowych analiz badeych zwhzek polimorfizméw genéw receptorow
estrogenowych z ptoddoia meska s3 niejednoznaczne.

Dowiedziono zwizek niektérych polimorfizmow genow kodgych ESR
Z wystpowaniem chorob, jednak dane dotaz ich relacji z patofizjologi
nieptodndci meskiej @ jak dotd niekompletne. Wydaje i ze wyjanienie roli
polimorfizméw gendéw koduagcych ESR w funkcjonowaniu gametyeskiej i procesie
zaptodnienia pozwolitoby przyliy¢ zrozumienie molekularnego podeotych zjawisk.
Szersze badania nad relpgyariantowESRz koncentragj, ruchliwascia, morfologg
i zywotnascig plemnikbw mog za w pewnym stopniu riavietlic przyczyny ich
nieprawidtowych wartéci. Ponadto, wraz z rozpowszechnieniem leczeniptodgcci
metodami wspomaganego rozrodu, a w szczegdir€Sl, istnieje ryzyko omiricia
naturalnego procesu eliminacji uszkodzonych komgmkhkn jest apoptoza plemnikow.
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Wigze st to z maliwoscig nieprawidlowego rozwoju zarodka w przypadku
zaptodnienia komorki jajowej plemnikiem apoptotygan z potencjalnie uszkodzonym
DNA. Dlatego istotne jest poszerzenie wiedzy dodger zwhzku apoptozy gamet

meskich z ich parametrami seminologicznymi oraz zelrzakcia zaptadniajca.
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2. ZAtOZENIA | CEL PRACY

2.1. Zalozenia pracy

Pojawia s¢ coraz wecej doniesié@ naukowych potwierdzagych rok
estrogendw w biologii gskiego uktadu rozrodczego. Sugeruje, ge nieprawidtowo
przekazywany sygnat estrogenowy zeo upaledza funkcjg gamety mskiej
i zwicksza& ryzyko nieptodnéci. Przyjmuje s}, ze konsekwengj polimorfizmow
gendéw kodujcych receptory estrogenowe jest zaburzona eksprhegjastruktura
receptorébw, co wplywa na olm@nie wartéci biologicznej nasienia i funkcji
zaptadniajcej plemnika. Mae to rownie prowadzé do wzrostu odsetka gamet
megskich z wyktadnikami apoptozy. W dephym pimiennictwie znalé¢ maozna prace
oceniajce zwihzek wystpowania w nasieniu plemnikoéw z wyktadnikami apoptae
zdolnaiciag zaptadniajca gamet myskich, jednak jak datl nie ukazaty si wyniki
prezentujce te zalenosci na modelu ludzkich oocytow.

Wzrastagcy udziat czynnika rgskiego nieptodn€ri i rosmgce w zwizku z tym
wykorzystanie metod wspomaganego rozrodu jako nyetedzenia tego schorzenia
stawia przed badaczami nowe wyzwania. Réwnateaozwdoj technik wspomaganego
rozrodu pozwala tak dokladnie jak nigdy waziej] przeledzic proces zaptodnienia.
Poznanie molekularnego pod& updledzonej funkcji gamet gskich mae pozwolé
na optymalizagj wynikow leczenia nieptodrici. Obserwacja zwizku wyktadnikow
apoptozy z funkg zaptadniajca plemnika wydaje i wigec istotnym elementem

patofizjologii nasienia i procesu zaptodnienia.
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2.2.Cel pracy

Celem pracy jest zbadanie azku wybranych polimorfizméw gendéw receptora

estrogenowego 1 i 2 oraz wykladnikow apoptozy plédw z funkcp zaptadniajca

gamety mskiej.

Szczegotowe cele pracy:

1.

2.

4.

Ocena zwizku wybranych polimorfizméw gendéw receptora
estrogenowego 1 i 2 z parametrami nasienia w stdodej ocenie

seminologicznej.

Analiza zwhzku wybranych polimorfizméw genow receptora

estrogenowego 1 i 2 z wyktadnikami apoptozy gamgskinch.

Zbadanie relacji wybranych polimorfizméw gendw 1gtoea
estrogenowego 1 i 2 ze skutecgrig zaptodnienia pozaustrojowego
metod klasyczn i mikroiniekcyjm.

Analiza zwizku wykladnikow apoptozy plemnikéw ze skutecaig

zaptodnienia pozaustrojowego mejddasyczm i mikroiniekcyjm.
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3. MATERIAL

3.1. Charakterystyka grupy badanej

Grupz badag stanowito 123 niespokrewnionych ze solmezczyzn rasy
kaukaskiej leczonych wraz z partnerkami z powodepiodndci makenskiej
w Osrodku Diagnostyki i Leczenia Nieptodém przy Klinice Nieptodnéci
I Endokrynologii Rozrodu Uniwersytetu Medycznego. ilkarola Marcinkowskiego
w Poznaniu w czasie od stycznia 2011 do listop&d22Badane pary zostaty poddane
procedurze zaptodnienia pozaustrojowego. Wszyspldejentki poddano stymulacii
jajeczkowania wedtug protokotu dtugiego stymuldBiepa-Martynow i wsp., 2007).

Kryteria wykluczenia z udziatu w badaniu po strop@tnerki stanowity:

» wiek powyzej 39 lat,

*  FSH w 3-5 dniu cyklu > 12 mlU/ml,

* endometrioza Il i IV stopnia wedlug klasyfikacji Merykaiskiego
Towarzystwa Medycyny Rozrodu (ASRM, andmerican Society
of Reproductive MedicindASRM 2012),

» zespot policystycznych jajnikéw (PCOS).

Kryteria wykluczenia z udziatu w badaniu po strop@tnera stanowity:

* hipogonadyzm hipogonadotropowy,

* azoospermia.

Wszyscy pacjenci bigcy udziat w badaniu zostali poinformowani o jegduce
oraz wyrazili zgod na wykorzystanie materiatu do celéw badawczych. bddanie
uzyskano zgogl Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznymim.i Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (numery uchwat: 425/186/13 oraz 855/13).
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3.2. Badanie nasienia

Pacjenci oddawali nasienie po 2-5-dniowe] abstymepfciowej. Ejakulat
badano dwuetapowo. Najpierw, przed przeprowagizan dniu pobrania oocytow
procedug zaptodnienia pozaustrojowego, wykonywano standegdo ocerp
seminologiczn. Nastpnie tego samego dnia badano pozostat@rébki po
przeprowadzonej procedurze zaptodnienia pozaustego w celu okrdenia
wyktadnikbw apoptozy gamet, a @ obecnéci btonowej translokacji
fosfatydyloseryny oraz aktywnej formy kaspazy-3ahze te rozpoczynano nie p@diej
niz 90 minut po procedurze zaptodniemavitro. Do tego czasu probki przechowywane
byty w temperaturze 37°C.

Na badanie wyktadnikéw apoptozy plemnikow wyrazigod: 91 pacjentow.
Badaniom na obecté btonowej translokacji fosfatydyloseryny poddanozystkie
91 prébek nasienia. Badaniu aktywnej formy kaspappddano nasienie 74 pacjentow.
Pozostate 17 probek wykluczono z analiz ze wadglna zbyt mat objetosc.

Ocere wyktadnikow apoptozy plemnikéw prowadzono w Katetli Zaktadzie

Biologii Komorki Uniwersytetu Medycznego im. Kard\darcinkowskiego w Poznaniu.
3.3. Procedura zaptodnienia pozaustrojowego

Procedw zaptodnienia pozaustrojowego prowadzono u wszystkpar
w sposob standardowy obaaujacy w Gsrodku Diagnostyki i Leczenia Nieptodém
przy Klinice Nieptodnéci i Endokrynologii Rozrodu Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, obejgayj oprocz pocgtkowego etapu
zaptodnienia komorki jajowej tak hodow¢ i obserwagj zarodkow, a nagpnie
transfer zarodkow do jamy macicy pacjentki (Depatytaow i wsp., 2007).

Do badania kwalifikowano jedynie pary, u ktorychvyniku punkcji jajnikow
uzyskano co najmniej dwa dojrzate oocyty w stadiumetafazy Il podziatu
redukcyjnego (MIl). W zwgzku z tym ostatecznie wyniki analizowano dla 116 ga
wskaznik skutecznéci zaptodnienia przyjo odsetek komorek jajowych, w ktorych
16 do 18 godzin po procedurze zaptodnienia stwardzobecng& dwoch przedjdrzy.
Ze wzgkdu na zastosowgnmetod zaptodnienia pozaustrojowego popuéabpdan

podzielono na potrzeby tej pracy na dwie grupy:pgri, sktadagca sic z 40 par,
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u ktérych wykonano IVF oraz grgmB, skiadajca sie z 76 par, u ktorych wykonano
ICSI.

Pobranie od pacjentek komorek jajowych, aceeminologiczg oraz proceduy
zaptodnienia pozaustrojowego prowadzono wroOku Diagnostyki i Leczenia
Nieptodnaci przy Klinice Nieptodnéci i Endokrynologii Rozrodu Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.4. Analiza polimorfizmoéw gendw receptora estrogenoweygl i 2

Celem analizy genetycznej bylo oklenie czstdci wyskpowania w grupie
badanych r@czyzn polimorfizméw pojedynczych nukleotydow geneceptora
estrogenowego 1 rozpoznawanych przez enzymy resfndg Pvul (rs2234693)
i Xba (rs9340799). Okrdono réwnie SNP genu receptora estrogenowego 2
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjddul (rs4986938),Rsd (rs1256049) oraz
AlwNI (rs1256120).

Od badanych grczyzn pobierano 5 ml krwi obwodowej ze gma tokciowego
do jatowych probéwek S-monovette (SARSTEDT AG & CHNumbrecht, Niemcy)
zawierajcych EDTA jako antykoagulant. Krew twykorzystano do badaSNP genow
ESR1 ESR2

Do izolacji DNA wykorzystano krew pobranod 116 pacjentéw, ktgrdo
momentu prowadzenia analiz genetycznych przechowgwatemperaturze -20 °C.

Badania genetyczne zyriane z analig polimorfizméw gen6wESR1i ESR2
prowadzono w Katedrze i Zakladzie Biologii Komorkiniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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4. METODY

4.1. Ocena podstawowych parametréw seminologicznych nasiia

Analiza podstawowych parametréw nasienia prowadiytea wedtug procedur
zalecanych przez WHO w rekomendacjach z 2010 ro¥d@, 2010). Kada probka
nasienia badana byla po 2-5-dniowym okresie wstrgadnvosci seksualnej. Probki
poddawano 30-60-minutowemu uptynnieniu w tempeet87°C i analizowano ich
objetos¢, ciagliwosé, aglutynacg i pH. Przyyciows ocerr gamet wykonywano
w mikroskopie fazowo-kontrastowym (Olympus CH 3@yppowikszeniu 400 X.

Koncentracja plemnikéw, wyraana w milionach komaorek na mililitr ejakulatu,
badana byta przyayciu ulepszonego hemocytometru Neubauera. Pom@madntracji
dokonywano dwukrotnie i ocenianozrocg migdzy pomiarami, ktGy odnoszono do
przyjetej wedtug WHO maliwej granicy bedu (WHO, 2010).

Ruchliwosé gamet oceniano po uptynnieniu. Zliczanadarazowo 200 gamet
przez ocea pieciu pél widzenia przy powkszeniu 400 x. Stosowano podziat na
nastpujace kategorie ruchu:

- ruch posgpowy (gamety poruszgge s¢ aktywnie, liniowo lub po diym
okregu, bez wzgidu na szybkg: ruchu)

- ruch nieposfpowy (wszystkie pozostale typy ruchu nie powadagj
przemieszczania gamet, na przyklad pltywanie po matgkregu, gwattowne
wychylenia gtowki powodowane silnymi ruchami witkiich jedynie w olbie witki)

- brak ruchu.

Badanie ruchliwéci prowadzono dwukrotnie dla kaej prébki. Wynik
ostateczny stanowit&ednia ruchliwé¢ z dwoch analiz dla poszczegdélnych rodzajow
ruchu z doktadngria do 1% gamet.

Morfologia plemnikéw oceniana byta w nasieniu, z ktérego oayszczonych

70% alkoholem szkietkach przygotowywano dla probglochodacych od
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poszczegolnych pacjentow po dwa cienkie rozmazycdamaliwos¢é badania do
10 plemnikdw w polu widzenia. Rozmazy pozostawiawowyschngcia i utrwalano
w 95% etanolu, a naginie barwiono zmodyfikowanmetod, Papnicolaou. Budogv
komoérek analizowano w mikroskopigwietinym przy powgkszeniu 1000 x
z zastosowaniem olejku immersyjnego, aoiggc kazdorazowo po 200 komorek
i zapisugc procent plemnikéw o prawidtowej morfologii. Wyndstateczny stanowita
srednia z dwoch pomiaréw. Za prawidtowe uznano pli&imnnastpujacych cechach:

1. Gléwka o gtadkim obrysie, ksztattu owalnego. Regaknosomalny stanoacy
40-70% gtowki, nie zawieragy duzych wakuol i majcy nie wecej niz dwie
mate wakuole, nie zajmage wicej niz 20% gtowki. Region post-akrosomalny
nie zawierajcy zadnych wakuol.

2. Wstawka symetryczna, diugma odpowiadajca ditugdci gtowki. O wstawki
zgodna z osgi gtdwki. Cytoplazma wstawki o olfpsci nie przekraczagej
1/3 rozmiaru gtowki.

3. Witka o jednorodnegrednicy na catej diugai, ciensza ni wstawka, diuggci
okoto 45 um (okoto dziesjciokrotna dtugé¢ gtowki), maze by zawinita na

siebie, bezladéw ztamania.
4.1.1. Ocenazywotnosci plemnikow - test hipoosmotyczny

Badanie prowadzono wedtug metody zaproponowanegzpdeyendran i wsp.
i zalecanej przeSwiatowa Organizagj Zdrowia (Jeyendran i wsp., 1984; WHO, 2010).
Gamety inkubowano w 1 ml medium HOS Test (FertiBBelgia). Po 30 minutach
wykonywano rozmaz i oceniano 200 plemnikéw w mikayse fazowo-kontrastowym
przy powkgkszeniu 400 x, a naginie zliczano odsetek plemnikéw z zawigiwitka.
Analiz¢ przeprowadzano dwukrotnie, wynik ostateczny stalaowrednia pomiarow.

Test hipoosmotyczny prayp jako kryteriumzywotnasci gamet.
4.2. Procedura zaptodnienia pozaustrojowego

4.2.1. Stymulacja jajeczkowania

Wszystkie pacjentki poddano kontrolowanej stymilgejeczkowania aby
uzyska& odpowiedni ilos¢ komoérek jajowych. Stosowano tak zwany ,dtugi pkadto
stymulacji z agonigt GnRH”, oparty o desensybilizgcprzysadki mézgowej poprzez
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supres LH w wyniku codziennego podawania od 21. dnia eyhtiesgczkowego
analogu GnRH (0,1 mg/dzeTriptorelin, Gonapeptyl Daily, Ferring). Za kryter
desynsybilizacji przyto: wykluczenie obecrici w gonadach ¢gcherzykéw osrednicy
przekraczajcej 5 mm i potwierdzenie grubd endometrium < 4 mm przyzyciu
ultrasonografii przezpochwowej (TVS, arngans-vaginal sonography(ultrasonograf
Aloka 6o firmy Aloka), oraz poziom lff-estradiolu w osoczu < 40 pg/ml. Ngstie
stymulowano jajniki przy pomocy codziennych podska@h iniekcji gonadotropiny
rekombinowanej (150-225 IU, Gonal F, Serrano). Dagdnadotropiny modyfikowane
byly indywidualnie, w zalenosci od odpowiedzi pacjentki na zastosowane leki.
Odpowied t¢ kontrolowano przy pomocy TVS oraz¢gnia estradiolu w surowicy
krwi. W dniu uzyskania przezgpherzyki dominujce srednicy co najmniej 18 mm oraz
stezenia estradiolu 150-200 pg/ml nazkg z pcherzykdéw dominujcych, podawano
domiesniowo 10 000 jednostek ludzkiej gonadotropiny kosrkdwej (HCG) (Pregnyl,
Organon). Po 36 godzinach od aplikacji HCG, w kiratkznieczuleniu daylnym
nakiuwano pcherzyki przez sklepienia pochwy pod kongrdlVS. Aspirowano ptyn

pecherzykowy w celu uzyskania komorek jajowych (Départynow i wsp., 2007).
4.2.2. Ocena komoérek jajowych

W mikroskopie odwréconym (Olympus JX 70) dokonywanestpnej
kwalifikacji komorek jajowych. Do procedury IVF kWikowano jedynie dojrzate
komorki jajowe w stadium metafazy Il podziatu mgpnego (Mll) (Depa-Martynow
i wsp., 2007).

4.2.3. Przygotowanie nasienia do procedury zaptodnienia paustrojowego

Ejakulat, poddany najpierw uptynnieniu, selekcjoaow na gradiencie
SpermGrad (Vitrolofe, Szwecja) wedlug zalkecproducenta. Metoda ta obejmuje
utworzenie w jatowych probéwkach trzech warstw dkjgcych s¢ kolejno z: 1) 1,5 ml
90% buforu SpermGrad, 2) 1,5 ml 40% buforu Sperrd@raz 3) nasienia (1,5 ml) na
szczycie. Prébk wirowano (18 minut, 350 g), a ngghie zbierano osad zawiegay
plemniki i zawieszano go w medium G-IVF Plus (Viti®, Szwecja). Mieszanin
wirowano dwukrotnie (10 minut, 300 g) i zawieszgrmmownie w medium G-IVF Plus.
Plemniki przed wykorzystaniem do procedury IVF paddno przez dwie godziny
kapacytacji w inkubatorze (temperatura 37°€zestie CQ 5%).
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4.2.4.Zaptodnienie pozaustrojowe metod klasyczm

Komoérki jajowe umieszczano na ptytkaclkeggokomorowych. Do kadej ptytki
dodawano po okoto 50 000 — 100 000 przygotowanymtadnio plemnikédw na oocyt
I umieszczano w inkubatorze (maksymalna wilgééno temperatura 37°C,
stezenie CQ 6%).

4.2.5.Zaptodnienie pozaustrojowe metod mikroiniekcyjn g

Na piytki do ICSI naktadano bufor MOPS Plus (Viife] Szwecja) oraz
nasienie. Plytki pokrywano warsiwoleju parafinowego OVOIL (Vitrolife, Szwecja).
Nastpnie na przygotowanych ptytkach umieszczano pojerynwyselekcjonowane
komorki jajowe w stadium MIl. Wybrane plemniki o gwidtowej morfologii
I ruchliwosci byly unieruchamiane poprzez ztamanie witki (inbii@aacja plemnika).
Iniekcja pojedynczego plemnika przy pomocy igty roikiekcyjnej polegata na
przebiciu najpierw ostonki przejrzystej, a rgstie oolemmy i umieszczeniu plemnika
w cytoplazmie komorki jajowej. Po zakezeniu procedury komérki zawieszano
w medium G-1 Plus (Vitrolife, Szwecja), pokrywantejem parafinowym OVOIL
(Vitrolife, Szwecja) i umieszczano w inkubatorzeaffaymalna wilgotn&, temperatura
37°C, stzenie CQ 6%).

4.2.6.0cena skutecznéci zaptodnienia pozaustrojowego

Po 16-18 godzinach od wykonania procedury IVF caemi skutecznig
zaptodnienia. Jako wyktadnik skutecznego zaptodaipnzygto obecnéé w komorce

jajowej dwoch przedgrzy.
4.3.Badanie wyktadnikow apoptozy plemnikow

4.3.1.0znaczanie btonowej translokacji fosfatydyloseryny

Aneksyna-V  (AnV) znakowana fluorescein (AnV-FITC) (Molecular
Diagnostics, Niemcy) postyta do oznaczania btonowej translokacji fosfatydgiyny
z wewretrznej do zewstrznej warstwy btony komodrkowej gamet. Barwienie
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producentdrofowisku zawieracym jony
wapniowe AnV wjze wybiorczo fosfatydylosergnna zewstrznym listku btony.

Dla wyr&znienia grupy plemnikbw martwych stosowano barwieniedkiem
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propidionowym (PI) w kacowym stzeniu 0,125ug/l (Sigma-Aldrich, USA). Barwnik
ten wnika do watrza komoérek magych uszkodzaon btore komorkows i dociera do
jadra komorkowego, gdzie wie DNA i RNA, co skutkuje czerwono#owa

fluorescengj.

Plemniki przygotowane jak w rozdziale 4.2.3. inkwlamo z AnV-FITC i PI
w ciemndci, w temperaturze pokojowej, przez 15 minut.

Do analizy topohistochemicznej btonowej translokaépsfatydyloseryny
zastosowano mikroskop konfokalny LSM 510 z wykotaggem obiektywu Plan
Apochromat 63x/1.4 Oil DIC (Zeiss, Niemcy). Aneksywi znakowan fluoresceig
wzbudzano przy pomocywiatta laserowego o diugoi 488 nm, kanat emisyjny
505-530 nm. Do wzbudzenia jodku propidionowego wygkstanoswiatto o dtuggci
543 nm, kanat emisyjny >585 nm. Analidosciows plemnikow z btonow translokacj
fosfatydyloseryny z uwzgtinieniem ich zywotngsci oznaczano w cytometrze
przeptywowym po zawieszeniu ich w 30d medium inkubacyjnym o sktadzie
(20 mmol/l HEPES/NaOH (pH 7.4), 140 mmol/l NaCl émdimol/l CaCJ) (Kotwicka
i wsp., 2011a). Zasady badania w cytometrze praephym opisano w rozdziale 4.3.3.

4.3.2. Wykrywanie plemnikéw z aktywna forma kaspazy-3

Do wykrywania komorek z aktywanformg kaspazy-3 poshyt inhibitor tej
kaspazy DEVD-FMK skoniugowany z fluorescgifi-ITC-DEVD-FMK) (Calbiochem,
Niemcy). Procedyr przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenkamriki
przygotowane jak w rozdziale 4.3.3. poddano inkjibad=ITC-DEVD-FMK przez
45 minut w temperaturze 37°C w atmosferze 5%.CO

Po 35 minutach inkubacji dodawanqulLlPI [0,125ug/ml] i inkubowano przez
dalsze 10 minut w celu wykrycia komoérek martwych.

Zawieszenie gamet w 10Qul buforu producenta unibwito analizy
mikroskopowe, ktore prowadzono przyyaiu mikroskopu konfokalnego z filtrami jak
w rozdziale 4.3.1. W celu badania sttowego w cytometrze przeptywowym
zawieszano komoérki w 30Ql buforu producenta. (Kotwicka i wsp., 2008). Zasad

pomiaru w cytometrze przeptywowym opisano w rozigz/a3.3.
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4.3.3.Technika pomiarow w cytometrze przeptywowym

Cytometr przeptywowy FACS Calibur (Becton-DickinsoSA) sheyt do
rejestrowania sygnatow fluorescencyjnych plemnik@nakowanych odpowiednimi
fluorochromami. Popula¢jkomoérek bramkowano d#i sygnatom rozproszonym pod
matym lgtem (FSC — andorward scattey, umazliwiajacym ocer wielkosci komorki
oraz sygnatom rozproszonym pod zgm katem (SSC - ang.side scattey,
umazliwiajagcym oceg ziarnistgci cytoplazmy. W kadym dagwiadczeniu badano
10000 komorek.

AnV-FITC oraz FITC-DEVD-FMK wzbudzangwiattem lasera argonowego
0 dtugaci 488 nm, indukujc zielory fluoresceng aktywnej kaspazy-3 oraz
aneksyny-V, rejestrowarw pierwszym kanale fluorescencyjnym (FL1) przereltor
swiatta o zakresie 515-545 nnSwiatto lasera argonowego o tej samej dkajo
indukowato czerwono-twg fluorescengj jodku propidionowego, rejestrow@n
w trzecim kanale fluorescencyjnym (FL3) o zakresie650 nm. Wszystkie dane
uzyskiwane w analizie zbierano i analizowano pragnpcy programu komputerowego
CellQuest Pro wersja 5.2.1 (Becton-Dickinson, USA).

4.4. Analiza genetyczna

Aby okresli¢ wyskpowanie w badanej populacji ¢atzyzn polimorfizméw
genow receptorow estrogenowych, prowadzono w p&yms etapie izolaej
catkowitego genomowego DNA z petnej krwi obwodowsastpnie powielano DNA
metod, tancuchowej reakcji polimerazy (PCR — angolymerase chain reaction
Produkty PCR oceniano przyyciu elektroforezy poréwnag ze wzorcem wielkai.
Polimorfizmy badanych gendw oznaczano przy pomamshriki PCR peajczonej
z analiz restrykcyjy (PCR-RFLP - ang.restriction fragments length polymorphism
Losowe proby sekwencjonowano celem potwierdzeniawjgtowasci produktow

wzgledem sekwencji zdeponowanych w bazie NCBI.
4.4.1.1zolacja genomowego DNA z petnej krwi obwodowej

Do izolacji catkowitego genomowego DNA z krwi obvwmde] pacjentow
wykorzystano komercyjnie daginy zestaw Axy Prep Blood Genomic DNA Miniprep
Kit (Axygen Biosciences, Inc., Union City, CA, USA)izolacg prowadzono
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w temperaturze pokojowej wedlug zaléceroducenta zestawu w ngstjace]
kolejnasci:

1. Do probowek typu eppendorf o pojerdop1,5 ml dodawano 500 pl buforu
AP1. Do kadej probowki dodawano po 250 pl krwi i wydsano intensywnie
na mieszadle aby uwolhigenomowe DNA, a naginie dodawano po 100 pl
buforu AP2 i ponownie wytgsano. Prawidiowo przeprowadzona liza
erytrocytow prowadzita do zmiany koloru mieszanmaybrunatny.

2. Probowki z zawiesin po lizie umieszczano w wirdwce laboratoryjnej
i wirowano przez 10 minut z przyspieszeniem 12000wgtemperaturze
pokojowej. Supernatant nanoszono na koleirdo izolacji DNA umieszczan
w probéwce zbiorczej, a ngphie odwirowywano (1 minuta, 12000 g,
temperatura pokojowa). Przeg usuwano, a filtr przemywano 700 ul buforu
WI1A. Mieszanir inkubowano przez 2 minuty w temperaturze pokojovpej
czym wirowano (1 minuta, 12000 g, temperatura poka). Po usurciu
przegczu dodawano 800 pul buforu W2 i wirowano przy tyshmych
parametrach. Kolumny ze 2zZem umieszczano w nowych probowkach
zbiorczych o ohgtosci 1,5 ml.

3. Na kolumny nanoszono 80 ul wody podgrzanej do teatpey 65°C
i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 minatnasfpnie wirowano
(2 minuta, 12000 g, temperatura pokojowa). W peas uzyskiwano catkowity
genomowy DNA, ktory wykorzystywano bezpednio do dalszych bafia

4.4.2. PCR - taacuchowa reakcja polimerazy

Wyizolowane DNA wykorzystano w f@uchowej reakcji polimerazy w celu
amplifikacji fragmentow genuESR1i ESR2 Wykorzystywano 25 ul mieszaniny
zawierajcej 200 ng genomowego DNA, 300 nmol/l zRdago z genomowo
specyficznych starteréw oraz 1 x KAPA HiFi HotStReady Mix (KAPABIiosystems).
Reakcg PCR przeprowadzano stostijodpowiednie warunki termiczne hybrydyzacji
w termocyklerze BIO-Rad mini Thermal Cycler. W thb&1. zawarto zestawienie
genowo specyficznych starteréw przednich (F; dogward) i wstecznych (R; ang.
reversg uzytych w reakcji PCR dla genHSR1 W tabeli 4.2. przedstawiono startery
wykorzystane w reakcji PCR dla geiSR2 Przy pomocy sekwencji pochagtzch

z bazy NCBI Gene SNP oraz algorytmowi komputerowefirmy Genomatix
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(www.genomatix.de) zlokalizowano polimorfizmy i zaprojektowano sekwgnc

starterow w regionach 5’ i 3' oskrzyddalych dane polimorfizmy, do czegazyio
algorytmu programu Primer3Plus (Andreas Untergassamm Nijveen, licencja GPL).
Startery zostaly zsyntetyzowane przez &irnsenomed SA, Warszawa, Polska.
Temperatug hybrydyzaciji starterow dobrano empirycznie.

Warunki termiczne i liczd cykli wiasciwa odpowiednio dlaESR1i ESR2

zawarto odpowiednio w tabelach 4.3. i 4.4.
Tabela 4.1. Zestawienie starteréw wykorzystanyaeakcji PCR dla genESR1

Starter Sekwencja 5 3’ Temperatur_g D%ugmc
hybrydyzacji| amplikonu
CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCT
ESR1 rs9340799_ Xbal_F ATTCTCC
TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGAT, 71°C 1300 pz
ESR1 rs9340799_ Xbal_R
TATCTGA
ESR1 rs2234693_ Pvull_F AGGCTGGGCTCAAACTACAG
60°C 759 pz
ESR1 rs2234693 Pvull_R TCCTTGGCAGATTCCATAGC

F — genowo specyficzne startery przednie, R — gergpecyficzne startery wsteczne

Tabela 4.2. Zestawienie starterow wykorzystanyaleakcji PCR dla genESR2

Starter Sekwencja 5 3’ Temperatur_g D*UQOS’C’
hybrydyzacji| amplikonu
ESR2_ rs4986938_Alul_F GTGTGTGGTGGGACACAGAG
65°C 646 pz
ESR2_ rs4986938_Alul_R AGGCCATTGAGTGTGGAAAC
ESR2_rs1256049_Rsal_F TTCTGAGCCGAGGTCGTAGT
66°C 582 pz
ESR2_rs1256049_Rsal_R TGAATCCTTGGACCCAACTC
ESR2_rs1256120_AIwNI_F GACTTTGTCACACACCTGCG
68°C 620 pz
ESR2_rs1256120_AlwNI_R AAACAGGCCACCGTCAGAAA

F — genowo specyficzne startery przednie, R — gergpecyficzne startery wsteczne

Tabela 4.3. Warunki termiczne dla reakcji PCR weblr genuESR1

Miejsce restrykcyjne Xba Pvul
Etap Temperatura, czas Cykle Temperatura, czas eCykl
Wstepna denaturacja 86, 5 min 1 98C, 5 min 1
Denaturacja 9%, 20 s 95°C,30s
Przyhczanie 78C,15s 30 66C, 30 s 40
Wydtuzanie 72C,15s 76C, 1.20 s
Koncowe wydtizanie 72C, 3 min 1 76C, 5 min 1
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Tabela 4.4. Warunki termiczne dla reakcji PCR weblr genuESR2

Miejsce Alul Rsd AlwWNI

restrykcyjne
Etap Temperatura, Cykle Temperatura, Cykle Temperatura, Cykle
czas czas czas

dWstgpna_ 95°C, 5 min 1 98C, 5 min 1 98C, 5 min 1

enaturacja
Denaturacja 9&, 20 s 98°C, 20 s 98°C, 20 s
Przyhczanie 65C, 15 s 30 66C, 15 s 30 68C, 15s 30
Wydtuzanie 72C,15s 7X,15s 7X,15s
ostateczne | - 700 1 i 1 75C, 1 min 1 75C, 1 min 1
wydluzanie

4.4.3. Elektroforetyczna analiza produktu PCR

W celu poréwnania wiellk@i produktow PCR ze wzorcem (Nova 100,
Novazym) rozdzielano 5 pl mieszaniny w 28lu agarozowym (FMC BioProducts,
Rockland, USA) w buforze 1xTBE (Tris [89 mmol/ljwks borowy HBO3; [89 mmol/l]
oraz EDTA [2 mmol/l]) w obecnii bromku etydyny (500 ng/ml). Po identyfikacji
prawidtowego produktu, pozosgatze$¢ mieszaniny oczyszczano przy pomocy zestawu
AxyPrep PCR Clean-up Kit zgodnie z procegdmalecon przez producenta. Procedur
prowadzono w temperaturze pokojowej, a jej posztireg etapy przedstawiono
ponizej:

1. 100 pl buforu PCR-A dodano do 20 pl mieszaniny PCR,;

2. w probéwce zbiorczej o offpsci 2 ml umieszczono kolungmxyPrep;

3. mieszanig PCR-A i PCR naniesiono na kolumnwirowano przez 1 mingt

(12000 g);

4. usungto przegcz, kolumrg przemyto 700 pl buforu W2 i zwirowano (12 000 g,
1 minug);

5. usuntto przegcz, kolumr przemyto ponownie 400 pl buforu W2 i zwirowano

(12 000 g, 1 ming);
6. usungto przegcz, kolumr umieszczono w nowej probéwce zbiorczej (1,5 ml);
7. dodano 30 pl podgrzanej do 65 °C wody dejonizowanej

8. inkubowano przez 1 mingitw temperaturze pokojowej, ngghie zwirowano

(12000 g, 1 ming); Uzyskane w ten sposdb oczyszczone DNA poddano
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analizie restrykcyjnej. Dodatkowo losowo uzyskaméby przesytano w celu

potwierdzenia ich identyczioi z wzorcami zdeponowanymi w bazie NCBI.

4.4.4. Enzymy restrykcyjne wykorzystane do oceny SNP genovwESR1
i ESR2

W celu wyselekcjonowania enzyméw restrykcyjnych wigbranych sekwenciji
SNP uyto programu NEBcutter V2.0 firmy New England Bidisa Inc.
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Zastosowano yemg FastDigest Enzyme firmy
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA. Dokladny opisiejsc restrykcyjnych oraz
dlugcsci otrzymanych fragmentow w zaleosci od obecnego allelu dla genow
kodujgcych oba receptory zawarte zostaty w tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Zastosowane enzymy restrykcyjne z wanigniem miejsca restrykcyjnego oraz disgjo
otrzymanych fragmentow dBSR1 ESR2

. Miejsce Dlugas¢ fragmentéw
Enzym restrykcyjny restrykcyjne Allele restrykcyjnych
ESR1_rs9340799 Xbal . T*CTAGA A 910 pz + 390 pz
TCTAGA TCTGGA G 1300 pz
CAG*CTG T 271 pz + 488 pz
* L
ESR1_rs2234693_Puvll CAG*CTG CAGCCG c 759 pz
. AG*CT A 445 pz + 201 pz
ESR2_rs4986938_Alul AG*CT GGCT G 646 pz
. GT*AC A 293 pz + 289 pz
ESR2_rs1256049_ Rsal GT*AC GTGC G 582 pz
CAGNNN*CTG C 158 pz + 462pz
ESR2_rs1256120_AIlwNI CAGNNN*CTG CAGNNNITTG T 620pz

4.4.5. Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych

Uzyskane przy zyciu PCR specyficzne fragmenty hydrolizowano enayina
restrykcyjnymi widciwymi dla badanych polimorfizméw gendSR1i ESR2 Wyniki
uzyskane dzki PCR-RFLP analizowano przy zastosowaniu elektexp w zelu
agarozowym w buforze 1XTBE w obecod bromku etydyny. Do 2ul DNA
otrzymywanego w reakcjach PCR dodawano 1 FDU enz@yul buforu FastDigest
Green (zawiergfpego obciznik) i dopetniano do 1@l woda wolng od RNaz, DNaz
i pirogenow. Nasgpnie mieszanip poddawano dwugodzinnej inkubacji
w termocyklerze w temperaturze 37°C i dzemiminutowej denaturacji enzymu
w temperaturze 85°C. Po schiodzeniu @atonieszaniny uzyskanej po hydrolizie
enzymami restrykcyjnymi analizowano elektroforetyiezw 2%zelu agarozowym przy

napeciu 70 V. Uzyskane peki obrazowano z zastosowaniem systemu analizy abraz
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G:Box (Syngen Biotech). Pozwolito to na zaobserwmwapolimorfizméw miejsc
restrykcyjnych poprzez obserwaajazelu jednego, dwoch lub trzechgpkow, ktore
poréwnywano ze wzorcem wielka (Nova 100).

Zdjecia zeli zostaly odczytane przez jedrosolg. Wyniki zostaly opisane
w postaci genotypdéw w zaleosci od obecnéci lub braku miejsca rozpoznawanego
i cietego enzymem restrykcyjnym i po otrzymaniu fragmdenbdpowiedniej dtugei
opisanych w tabeli 4.5. Dla poszczegdélnych enzymowzypadku wysipienia cecia
w obu niciach w elektroforezie otrzymywano dwaa#i odpowiadagce dwom
krotszym fragmentom. Obraz taki byt charakterystycdla homozygoty wywotagej
reakcg restrykcji. Wysgpowanie wyhcznie jednego peka w elektroforezie o diugoi
typowej dla catego, nieprzetego fragmentu byto obrazem typowym dla homozygoty
allelu niepowodujcego reakcji restrykcyjnej. Wygiienie w elektroforezie trzech
prazkbw odpowiadajcych dlugdcia zardwno fragmentom przetym jak
i fragmentowi nieprzeg¢temu byto charakterystyczne dla heterozygot (Rydiia)

Wyniki dla poszczegolnych enzymow restrykcyjnychsapo nasfpujaco: dla
Pvul: TT/TC/CC, dlaXbd: AA/AG/GG, dlaAlul: AA/AG/GG, dlaRsd: GG/GA/AA,
dlaAlwNIl: CC/CT/TT.

Na rycinie 4.1. znajduje siprzyktadowe zdjcie elektroforezy produktow PCR
dla genlESR1(rs2234693) po przeprowadzeniu analizy restrykgjyjn

12345678 910

M%OOOOﬁUUM

= =0 B =~

Rycina 4.1. Przyktadowe zgjie elektroforezy produktéw PCR dla gefSR1 Ciccie enzymem
restrykcyjnym Pvul. Obecnd¢ dwoch pazkow wskazuje na homozygotTT, trzech
prazkéw na heterozygetTC, z& jednego pgzka na homozygetCC. K — kontrola (marker
wielkosci Nova 100)
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4.5. Analiza statystyczna

Normalna¢ rozktadu w grupach badanych sprawdzano przy pontesyu
Kolmogorova-Smirnova. W przypadku stwierdzenia ralmosci rozktadu badanych
cech poréwnywano je przy pomocy testu t Studerdaddioch grup. Grupy, w ktorych
nie stwierdzono zgodsoi rozktadu empirycznego z rozktadem normalnym dane
poréwnywano przy pomocy testu U Manna-Whitneya digdch grup oraz testu
Kruskala-Wallisa dla wkszej liczby grup. Korelacje wyktadnikow apoptozy
I skutecznéci zaptodnienia pozaustrojowego obliczano za pamaspoétczynnika
korelacji rang Spearmana.

Przy pomocy testuy’ obliczano zalenoici cech i genotypéw miejsc
restrykcyjnych dla tabel spetnggych nasfpujgce warunki: zadna z licznéci
oczekiwanych nie me by < 1 oraz nie wicej niz 20% liczndci oczekiwanych mie
by¢ < 5. W pozostatych przypadkach zastosowanie zhaést dokltadny Fishera
W rozszerzeniu Freemana-Haltona. Te same testy mxyk@mno do obliczenia
zgodndci rozkladu genotypow z prawem Hardy-Weinberga.

Do obliczex statystycznych wykorzystano program StatisticaSit@iSoft, Tulsa,
USA oraz program PQStat 1.4.8.224, PQStat Softvriska.

Za poziom istotnéri statystycznej przyjo p < 0,05.
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5. WYNIKI

5.1.Charakterystyka badanych pacjentow

Przeceétny wiek pacjentow w catej badanej populacji wyhi84 lata, a ich
partnerki miatysrednio 32 lataSredni wiek ngzczyzn i kobiet nie rénit sie pomigdzy
wyodrebnionymi grupami (p>0,05 zaréwno w grupie A jak i wgrupie B).
Do wszystkich procedur IVF u badanych par wykoragst przecitnie 6 oocytow
w stadium MIl, przy czym w grupie A do kdej procedury konwencjonalnego IVF
wykorzystano przeg¢tnie 4 oocyty, z& w grupie B, do procedur ICSI zastosowano
srednio 7 dojrzatych komorek jajowych (p<0,05). @hbno take srednig liczbe
zaptodnionych oocytow w obu grupach i stwierdzom®,zaptodnienie dokonatogsi
w 67% komorek jajowych w grupie A i w 73% komoérakowych w grupie B (p>0,05).
Parametry opisage badas populacg w grupach zebrano w tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Charakterystyka badanej populacji zglggnieniem podziatu na grupy w zatesci od metody
zaplodnienia pozaustrojowego

A B A+B
Srednia + SD| Mediana Sregga * | Mediana P Srednia + SD| Mediana
Wiek kobiet 32+4 32 32+3 32 >0,05** 32+4 32
Wiek 3415 34 34+4 34 >0,05** 3445 34
mezczyzn
Liczba 442 3 744 6 <0,05* 644 4
oocytow
Odsetek
zaptodnionych 67+38 83 7331 80 >0,05% 71+33 80
oocytow [%]

A — grupa pacjentéw poddanych konwencjonalnemu INB-,— grupa pacjentéw poddanych ICSI;
SD - odchylenie standardowe; *- test U Manna-WHhitné*- test t Studenta
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5.2.Analiza parametrow nasienia w grupie badanej

5.2.1. Podstawowe parametry nasienia

W calej badanej populadjrednia koncentracja plemnikéw wyniosta 25 min/ml,
srednia ilg¢ plemnikdéw poruszagych sé ruchem posgpowym wyniosta 18%srednia
prawidtowa morfologia plemnikéw wyniosta 4%,seedniazywotnas¢ wyniosta 53%.
W calej grupie badanej normozoospermiv zakresie koncentracji, ruchlidc

i morfologii plemnikéw zaobserwowano u 28 (24%) jeatow.
5.2.2. Wyktadniki apoptozy w plemnikach

Obserwacje mikroskopowe oraz analizy wykonane gwpynocy cytometrii
przeptywowej wykazaty w badanych probkach wykoragpsth do zaptodnienia
pozaustrojowego obecfiogamet z wykiadnikami apoptozy. Zarowno btonowa PST
jak i aktywna forma c3 widoczne byly przede wszistkv okolicy wstawki plemnika
(Rycina 5.1. i 5.2)), a komérki z tymi wykfladnikandpoptozy w wikszdci
wykazywaty ruch progresywny.

Rycina 5.1. Zdjcia z mikroskopu konfokalnego z widoezifrakcja zywych, ruchliwych plemnikéw
z blonowg translokacj fosfatydyloseryny w olgbie wstawki (barwienie aneksyV
znakowapn fluorescein, pow. obiektywu x63).

Rycina 5.2. Plemniki z pozytywnym odczynem na akiyviorme kaspazy-3. (zielona fluorescencja)
w okolicy wstawki; wieksz& plemnikow z aktywn forma kospazy-3. wykazywata ruch
progresywny (barwienie inhibitorem aktywnej formgidpazy 3. znakowanym fluorescegin
pow. obiektywu x63).
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W probkach badanych przy pomocy cytometru przepyego, zarébwno przy
ocenie PST jak i obecko aktywnej formy c3, wyodibniono cztery frakcje komorek.
W badaniu PST byly tgplemniki martwe bez PST, plemniki martwe z PSTnpiei
zywe bez PST oraz plemnikywe z PST (Rycina 5.3.). W badaniu obe&naktywnej
formy c3 byly to plemniki martwe bez aktywnej formy c3, plemniki rivee z aktywa
forma c3, plemnikizywe bez aktywnej formy c3 oraz plemnigwe z aktywn formg
c3 (Rycina 5.4.). Komoérki aneksynododatnie i kasgazlatnie to gamety
z wyktadnikami apoptozySrednia ilg¢ plemnikéw z wykiadnikami apoptozy dla
wszystkich badanych probek wyniosta +8% w przypadlamet z PST i £26% dla
gamet z aktywsforma c3.

< <
Jodek prépidionowy =
A B
t’)o- mo
-1 0,469 0,41% -3 0,39% 2,54%
it XY
[ o

9,40%

10! 102 103 104 102
— FLI-H
Aneksyna-V-FITC

103 104

Rycina 5.3. Analiza cytometryczna zwabplemnikéw z btonow translokacj fosfatydyloseryny
(PST) (barwienie aneksy#V znakowan fluorescein) z uwzgkdnieniem ichzywotnasci
(barwienie  jodkiem propidionowym) w przyktadowych ropkach  plemnikow
wykorzystanych do zaptodnienia IVF. Na rycinach @oa w kwadrancie goérnym lewym
odsetek plemnikow martwych bez PST, w kwadrancieyga prawym odsetek plemnikow
martwych z PST, w kwadrancie dolnym lewym odsetégmpikow zywych bez PST,
a w kwadrancie dolnym prawym odsetek plemnikdumvych z PST. A. przykladowy pacjent
z niskim odsetkiem plemnikéw z PST; B. przyktadowscjent z wysokim odsetkiem
plemnikéw z PST. Oznaczenia: FL1-H — kanat fluoessji 515-545 nm; FL3-H — kanat
fluorescencji >650 nm.
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Al B
Jodek p'o'r(-ipidionowy 3
o 11,59% 5,57% To 7,349
h o4 H o
I . T
14,68% 65,209
102 0! 103 Rt

FL1-H

FITC-DEVD-FMK

Rycina 5.4. Cytometryczna ocena $go plemnikow z aktywa forma kaspazy-3 (barwienie
FITC-DEVD-FMK) z uwzgkdnieniem zywotnosci plemnikéw (barwienie jodkiem
propidionowym) w przykladowych probkach plemnikowkerzystanych do zaptodnienia
IVF. Na rycinach podano w kwadrancie gérnym lewydse&tek plemnikéw martwych bez
aktywnej formy kaspazy-3, w kwadrancie gérnym prawgdsetek plemnikéw martwych
z aktywry formg kaspazy-3, w kwadrancie dolnym lewym odsetek plkéw zywych bez
aktywnej formy kaspazy-3, a w kwadrancie dolnymwgna odsetek plemnikéwywych
z aktywry formg kaspazy-3. A. przyktadowy pacjent z niskim odsatki plemnikow
z aktywry formg kaspazy-3., B. przykladowy pacjent z wysokim okiseh plemnikéw
z aktywry formg kaspazy-3. Oznaczenia: FL1-H — kanat fluoresceBdjb-545 nm;
FL3-H — kanat fluorescencji >650 nm.

5.2.3. Ocena zalénosci podstawowych parametrow nasienia

i wyktadnikow apoptozy plemnikow

Obliczono korelagj pomiedzy koncentragj, ruchliwascig ruchem pospowym,
morfologia i zywotndscia gamet mgskich, a odsetkiem plemnikow z badanymi
wyktadnikami apoptozy. W grupie badanej wszystkerametry nasienia wykazaty
silng ujemry korelacg zaréwno z btonow PST jak i z obecrigia aktywnej formy c3.
Wykazano take silp dodatng korelacg migdzy plemnikami z btonow PST,

a odsetkiem plemnikéw z aktywrformg c¢3 (r=0,6, p<0,001). Wyniki przedstawiono
w tabeli 5.2.

58



WYNIKI

Tabela 5.2. Korelacja podstawowych parametrow nésie obecngcia w plemnikach wyktadnikéw

apoptozy
Plemniki z PST [%] Plemniki z aktywrformg c3 [%]
Koncentracja [min/mil] -0,4* -0,5%*
Plemniki poruszajce s¢ ruchem - -
-0,4 -0,6
postpowym [%]
Plemniki o prawidtowe] N A A%
morfologii [%] 0,3 0.4
HOS [%)] -0,3* -0,5**
Plemniki z PST [%] - 0,6**
Plemniki z aktywn forma c3 [%0] 0,6**

" p<0,001; © p<0,0001; PST — blonowa translokacja fosfatydylpsgr c3 — kaspaza-3, HOS — test
hipoosmotyczny; wspoétczynnik korelacji rang Speanena

5.3. Ocena zwjzku podstawowych parametréw nasienia i wynikow
zaptodnienia w zal@nosci od zastosowanej metody zaptodnienia
pozaustrojowego

W tabeli 5.3. przedstawiono dane dotee podstawowych parametrow nasienia
w grupie badanej w zataosci od zastosowanej metody zaptodnienia pozaustegjow
Zwraca uwag fakt, ze istnieje statystycznie istotnazrica koncentracji, ruchlinaei
ruchem pospowym plemnikow, ich morfologii orazywotndsci miedzy grum A
(konwencjonalne IVF) a grupB (ICSl) (p<0,05 dla wszystkich wymienionych
parametrow nasienia). Jednak porovwgoujwykiadniki apoptozy plemnikdéw nie
zaobserwowano statystycznie istotnychnio pomedzy grum A i B ani w przypadku
plemnikéw z PST, ani w przypadku plemnikéw z aktgwiarma c3 (p>0,05 dla obu
parametrow).

W grupach A i B dokonano dodatkowego podziatlu naiedwodgrupy:
1, w ktorej doszto do zaptodnienia (zaobserwowanawptowe przedjdrza w co
najmniej jednym oocycie poddanym procedurze) orazw2ktorej nie doszio do
zaptodnienia (brak przegjrzy w zadnym oocycie). Poréwnanie parametréw nasienia
w podgrupach z dokonanym i nie dokonanym zaptodemrw obebie grup A i B
przedstawiono w tabeli 5.4. W a@lie grupy A zwraca uwagfakt, iz nie ma istotnych
statystycznie rinic koncentracji, ruchlivgci i morfologii plemnikow m¢dzy
podgrupami 1 i 2 (p>0,05 dla wszystkich wymienidmygarametréw). Zauwano
jednak istotp statystycznie rinice dla zywotnasci plemnikéw oraz wyktadnikow
apoptozy gamet radlzy podgrupami w ktérych doszio i nie doszto dotadpienia

metody konwencjonalnego IVF. W grupie B nie zaweao ré&nic istotnych
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statystycznie mpdzy podgrupami 1 i 2 dlaadnego z opisywanych parametréw

nasienia.

Tabela 5.3. Parametry nasienia oraz wyktadniki &gopplemnikow w zalenosci od zastosowane;j
metody zaptodnienia

A B
Srednia + SD Mediana | Srednia + SD Mediana P

Koncentracja [mIn/ml] 39+16 40 18+18 13 <0,0001*
Plemniki poruszaice sé

ruchem postpowym 2519 21 14+10 12 <0,0001*

[%]
Plemniki o pl’?‘WId*OWGJ 540 5 342 3 <0,0001*
morfologii [%]

HOS [%)] 62+11 63 48+19 50 <0,0001**
Plemniki z PST [%)] 544 4 9+12 5 0,2*
Plemniki z aktywn 21420 15 28125 18 0,1%

formg c3 [%]

A — grupa pacjentéw poddanych konwencjonalnemu IBF- grupa pacjentow poddanych ICSI;
PST — translokacja fosfatydyloseryny, ¢3 — kasf@zBOS — test hipoosmotyczny, IVF - zaptodnienie
pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna iniekcjajegynczego plemnika, SD — odchylenia
standardowe; *- test U Manna-Whitneya; **-test adnta
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Tabela 5.4. Parametry nasienia oraz wyktadniki &gpop plemnikéw w zalenosci od zastosowanej
metody IVF z uwzgldnieniem skuteczriai zaptodnienia

A
1 (zaptodnienie) 2 (brak zaptodnienia)
Srednia +SD Mediana | Srednia +SD Mediana P
Koncentracja [min/mil] 40+16 40 37114 35 >0,05%
Plemniki poruszajce sé .
ruchem pospowym [%] 2619 32 20+7 20 >0,05
Plemniki o pr_amdiowej 541 5 540 5 0,05*
morfologii [%]
HOS [%)] 64+10 64 5249 49 <0,05**
Plemniki z PST [%] 43 3 9+4 9 <0,05*
Plemniki z aktyw form 16415 13 43+27 52 <0,05**
c3 [%]
B
1 (zaptodnienie) 2 (brak zaptodnienia)
Srednia +SD Mediana | Srednia +SD Mediana P
Koncentracja [min/ml] 18+18 13 18+12 12 >0,057
Plemniki poruszage st 14410 12 17413 14 >0,05%*
ruchem pospowym [%]
Plemniki o prgwdiowej 342 4 442 3 0,05+
morfologii [%]
HOS [%] 48+20 50 50+16 52 >0,05*4
Plemniki z PST [%] 9+12 5 77 4 >0,05*
Plemniki z aktywn forma 30425 19 1349 15 0,05+
c3 [%]

A — grupa pacjentéw poddanych konwencjonalnemu IBF; grupa pacjentéw poddanych ICSI, 1 — doszio do
zaptodnienia, 2 — nie doszio do zaptodnienia; PSffarslokacja fosfatydyloseryny, c3 —kaspaza-3, HOt@st
hipoosmotyczny, IVF - zaptodnienie pozaustrojow@Sl — docytoplazmatyczna iniekcja pojedynczego plkeayn
SD - odchylenia standardowe; *- test U Manna-Wligné*- test t Studenta

5.4.Wystepowanie polimorfizmow genu receptora estrogenowedh

DNA do badania polimorfizmowESR1 wyizolowano u 102 pacjentow.
Genotypy Pvul i Xba oceniono we wszystkich prébkach. W grupie A uzaysk
materiat do bada genetycznych polimorfizméw genlESR1 u 36 ngzczyzn,
a w grupie B u 66. Obliczono zgodidorozktadu genotypéw badanych miejsc
restrykcyjnych z prawem rownowagi Hardy-Weinbergabéla 5.5. i tabela 5.6.).
Zaréwno w przypadkuPvul jak i Xba potwierdzono rozktad populacyjny zgodny z
tym prawem (p>0,05) (Rodriguez i wsp., 2009).
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Tabela 5.5. Rozktad genotyp®vul i ocena réwnowagi Hardy-Weinberga

n % n % >
Pvul n |allelT| allelC . ' X p
obserwowané obserwowane oczekiwane oczekiwane
TT 24 48 0 24 24 24 24 0,01
TC 52 52 52 52 51 51 50 0,02
CcC 26 0 52 26 25 27 26 0,01
suma 4400 | 100 | 104 102 100 102 100 | 0,04 0,84
genotypy
suma 1 504 | 0,49 | 0,51 204
allele

n — liczba pacjentow
Tabela 5.6. Rozktad genotypd&iba i ocena réwnowagi Hardy-Weinberga

n % n % 2
Xbal n |allelA| allel G : . X p
obserwowan¢ obserwowane oczekiwang oczekiwane
AA 18 36 0 18 18 16 16 0,23
AG 45 45 45 45 44 49 48 0,3
GG 39 0 78 39 38 37 36 0,1
suma
102 81 123 102 100 102 100 | 0,63|0,43
genotypy
sUma 504 | 04 | 06 204
allele

n — liczba pacjentow

5.4.1. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Pvull a parametry nasienia
I wyktadniki apoptozy plemnikow

W calej badanej populacji poréwnano koncentracjuchliwas¢ ruchem
postpowym, morfolog¢ i zywotnas¢ plemnikdéw méedzy poszczegdolnymi genotypami
miejsca restrykcyjneg®vul. Nie zaobserwowano istotnych statystycznienié tych
parametrow ngidzy genotypami TT, TC i CC (p>0,05 dla wszystkicargmetrow)
(Wykres 5.1.).

Poréwnano take odsetki plemnikéw z wyktadnikami apoptozy u patjev
z poszczegolnymi genotypami miejsca restrykcyjndgjall. Nie zaobserwowano
wyzszego odsetka plemnikow z blonpwPST w ob¢bie zadnego z genotypow
(p>0,05). Podobnie w przypadku wysbwania w gametach aktywnej formy ¢3 — nie
zauwaono zalenosci z zadnym z SNP genu kodigego ESR1 rozpoznawanym przez
enzym restrykcyjnyPvul (p>0,05). Wyniki zilustrowano na wykresie 5.2.
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Wykres 5.1. Poréwnanie parametréw nasienia pdmyi genotypami miejsca restrykcyjneBoul (test

Kruskala-Wallisa).

A — Poréwnanie koncentracji plemnikéw w zalesci od genotypuPvul; B — Poréwnanie odsetka
plemnikéw poruszafych s¢ ruchem pospowym w zalénosci od genotypuPvul; C — Poréwnanie
odsetka plemnikéw o prawidtowej morfologii w zatesci od genotypuPvul; D — Poréwnanie

zywotnasci plemnikéw w zaleénosci od genotypuPvul; HOS — test hipoosmotyczny
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Wykres 5.2. Poréwnanie wyktadnikéw apoptozy peoay genotypami miejsca restrykcyjnegwul

(test Kruskala-Wallisa).

A — Poréwnanie odsetka plemnikéw z btonpRST w zalenoici od genotypuPvul; B — Poréwnanie
odsetka plemnikow z aktywnforma c3 w zalenosci od genotypuPvul; PST - translokacja

fosfatydyloseryny; c3 — kaspaza-3
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5.4.2. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Xbal a parametry nasienia
I wyktadniki apoptozy plemnikow

W grupie badanej wykonano angliporownawcg podstawowych parametrow
nasienia (koncentracji, ruchlia ruchem pospowym, morfologii i zywotnasci
plemnikéw) w zalenosci od genotypu miejsca restrykcyjnegXba. Nie
zaobserwowano istotnych adic statystycznych madzy parametrami nasienia
w obrebie poszczegolnych genotypow (p>0,05). Wyniki pstadiono na wykresie 5.3.

Na wykresie 5.4. zilustrowano poréwnanie wykladmiképoptozy w ohgbie
genotypow miejsca restrykcyjnegta. Nie zauwaono istotnej statystycznie zdicy
pomicdzy badanymi genotypami w zakresie odsetka plemwmikdPST (p>0,05) oraz
odsetka gamet z aktywriormg c3 (p>0,05).
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Wykres 5.3. Poréwnanie parametrOw nasienia pdmyi genotypami miejsca restrykcyjneba (test
Kruskala-Wallisa).

A — Pordwnanie koncentracji plemnikéw w zaiesci od genotypuXbd; B - Poréwnanie odsetka
plemnikéw poruszapych s¢ ruchem pospowym w zalendici od genotypuXba; C — Poréwnanie
odsetka plemnikéw o prawidlowej morfologii w zat@ici od genotypuxXba; D - Poréwnanie
zywotnasci plemnikéw w zalenoéci od genotypXbd; HOS — test hipoosmotyczny
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Wykres 5.4. Poréwnanie wyktadnikdw apoptozy pesiay genotypami miejsca restrykcyjneybd (test
Kruskala-Wallisa).

A — Pordéwnanie odsetka plemnikéw z blorp®RST w zalenosci od genotypuxbd; B - Poréwnanie
odsetka plemnikéw z aktywnformg ¢3 w zalénosci od genotypuXba; PST - translokacja
fosfatydyloseryny, c3 — kaspaza-3

5.4.3. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Pwull a skutecznas¢
zaptodnienia w zalgnosci od zastosowanej metody IVF

Dokonano porownania skuteczao zaptodnienia w grupach A i B
w odniesieniu do poszczegodlnych genotypdéw miejsestrykcyjnego Pvul. Nie
uzyskano znamiennej 0icy miedzy genotypami zarbwno w grupie, w ktorej
zastosowano metgdkonwencjonala IVF (A) jak i w grupie, w ktorej zastosowano
ICSI (B). Wyniki przedstawiono na wykresie 5.5.
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Wykres 5.5. Poréwnanie skuteczZnbzaptodnienia w zaf@osci od rodzaju zastosowanej metody IVF
w odniesieniu do genotypdw miejsca restrykcyjnPgall (test Kruskala-Wallisa).

A — Wykres poréwnania odsetka oocytow zaptodniony®tod, konwencjonalnego IVF w odniesieniu
do genotypow miejsca restrykcyjne@wul; B - Wykres poréwnania odsetka oocytéw zaptodiyich
metody ICSI w odniesieniu do genotypéw miejsca restrykego Pvul; IVF — zaptodnienie
pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna iniekapegynczego plemnika
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5.4.4. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Xbal a skutecznd¢
zaptodnienia w zalgnosci od zastosowanej metody IVF

Poréwnano odsetki oocytow zaptodnionych metdebnwencjonalnego IVF
(grupa A) oraz metadICSI (grupa B) w zatenosci od genotypu miejsca restrykcyjnego
Xba. Dla zadnej z metod IVF nie stwierdzono istotnej statystye ré&nicy
skutecznéci zaptodnienia meidzy genotypami (p>0,05 w przypadku konwencjonalnego
IVF oraz p>0,05 w przypadku ICSI). (Wykres 5.6.)
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Wykres 5.6. Poréwnanie skutecZobzaptodnienia w zal@osci od rodzaju zastosowanej metody IVF
w odniesieniu do genotypow miejsca restrykcyjnpal.

A — Wykres poréwnania odsetka oocytow zaptodniony®tod, konwencjonalnego IVF w odniesieniu
do genotypdéw miejsca restrykcyjnegdod; B - Wykres poréwnania odsetka oocytow zaptodgam
metody ICSI w odniesieniu do genotypéw miejsca restrykego Xbd; IVF — zaptodnienie
pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna iniek@pgynczego plemnika

5.4.5. Ocena zalenosci poszczegolnych genotypdéw miejsc restrykcyjnych
Pwll oraz Xbal i parametrbw nasienia oraz skutecznéci
zaptodnienia metody konwencjonalnego IVF oraz ICSI

Grup; badag (A+B) podzielono wedtug parametrow nasienia natgpagace
podgrupy: o koncentracji < 15 min/ml * 15 min/ml, o ruchliwéci ruchem
postpowym < 32% i> 32%, o prawidtowe] morfologii < 4% % 4% i 0 zywotnasci
(HOS) < 58% i> 58%. W grupach tych przy pomocy tegfusprawdzono, czy istnigj
zaleenosci genotypdw miejsca restrykcyjnegevul oraz Xba i badanych cech.
Nastpnie z calej badanej populacji (A+B) wydzielono jeatdw z normozoospergi
(koncentracja, ruchling i odsetek plemnikow o prawidtowej morfologii w zakie
normy wedtug WHO z 2010 roku) i przeprowadzono @gataleznosci wystpowania
normozoospermii i poszczegodlnych genotyp®vul oraz Xba (WHO, 2010).

Wreszcie oceniono zaeosci genotypow badanych miejsc restrykcyjnych
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I skutecznéci zaptodnienia pozaustrojowego meidanwencjonalnego IVF (grupa A)
I ICSI (grupa B), dzielc populacg na podgrupy z dokonanym i nie dokonanym
zaptodnieniem w co najmniej jednej komaorce jajowe;.

W obrbie genotypow miejsca restrykcyjnegBvul nie zaobserwowano
zaleencsci z parametrami nasienia (p>0,05 dla koncentragghliwosci, morfologii
i zywotnasci plemnikow). Podobnie zataosci tych nie stwierdzono dla genotypow
miejsca restrykcyjnego Xbd. Nie zauwaono zwhzku badanych wariantow
genetycznych, zarbwno w miejsBwul jak i Xba, z wystpowaniem normozoospermii
(p>0,05 dla obu miejsc restrykcyjnych). W grupies#wierdzono zalenos¢ genotypu
TC miejsca restrykcyjnego Pvul ze skutecznécia zaptodnienia metad
konwencjonalnego IVF (p<0,05). Podobnych wynikée nzyskano jednak dla miejsca
Xba (p>0,05), ani t& w przypadku zaptodnienia metptCSI (p>0,05 dla wszystkich
odmianXba i Pvul zarowno w grupie B). Wyniki przedstawiono w télde7.
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Tabela 5.7. Ocena zyzku poszczegélnych genotypéw miejsca restrykcyjn®yeil oraz Xbal z parametrami nasienia oraz skuteconp zaptodnienia meted
konwencjonalnego IVF oraz ICSI

Miejsce restrykcyjnévul

Miejsce restrykcyjnebal

n p
Koncentracja < 15 min/ml 11 16 8 7 14 14
102 0,396* 0,812*
Koncentracja 15 min/ml 13 36 18 11 31 25
R“CTL‘Z@S rul‘f:em 19 38 20 15 35 27
Ruchiiwoic richer 102 0.832* 0.46*
5 14 6 3 10 12
postpowyIr
Prawidtowa morfologia < 4% 8 17 8 7 16 10
102 0,978* 0,505*
Prawidtowa morfologia 4% 16 35 18 11 29 29
HOS <58 % 12 25 17 11 23 20
102 0,334* 0,746*
HOS> 58 % 12 27 9 7 22 19
Brak normozoospermii 19 39 21 16 36 27
102 0,826* 0,22*
Normozoospermia 5 13 5 2 9 12
Grupa A+— gle_ dqszlo do 0 > 5 1 5 4
e ZapAO ';'e”' o4 36 0,019* 0,606**
fupa A - 0oszio do 6 18 5 3 14 12
zaptodnieni
Grupa B+— 3|e_ dqszio do 5 > 1 1 5 5
e ZapBO ';'e”' o 66 0,84** 0,161%
fupa i - doszio do 16 30 15 13 27 21
zaptodnieni

A — grupa pacjentéw poddanych konwencjonalnemu IB'F grupa pacjentow poddanych ICSI, IVF — zapledi@ pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna itjeek

pojedynczego plenika; HOS- test hpoosmotyczn; n— liczba pacjentéw poddanych anali; * - testy?, ** - test doktadny Fishe w rozszerzeniu Freeme-Haltonz




WYNIKI

5.5. Wystepowanie polimorfizmow genu receptora estrogenowedga

Skuteczg ocerr genotypdw miejsca restrykcyjnegAlul przeprowadzono
u 92 pacjentdw. Ocena genotypdsd powiodla s¢ w 87 przypadkach. Wyniki
analizy AlwNI uzyskano u 96 pacjentow. Zwraca uwdgkt, ze w przypadku miejsca
restrykcyjnegoRsd nie uzyskano genotypu AA uadnego z badanych eiczyzn.
Genotypem dominggym byt typ dziki — GG. Ponadto w poddanej analgiapie typ
dziki Alul (AA) wystapit najrzadziej, zatyp dziki AlwNI (CC) — najczscie]. Rozktady
genotypow wszystkich miejsc restrykcyjnych byty dge z prawem Hardy-Weinberga.
(tabele 5.8-5.10).
Tabela 5.8. Rozktad genotyp®iull i ocena rownowagi Hardy-Weinberga

n % n % 2
Alul n |allel A|allel G . . x p
obserwowane obserwowang oczekiwane | oczekiwang

AA 8 16 0 8 9 8 9 0,01

AG 39 39 39 39 42 39 42 0,0
GG 45 0 90 45 49 45 49 <0,01
suma g5 1 55 | 129 92 100 92 100 | 0,01 |0,91
genotypy

suma - 1qg4f 03 | 07 184

allele

n — liczba pacjentow
Tabela 5.9. Rozktad genotypdsd i ocena rownowagi Hardy-Weinberga

n % n % 2
Rsd n |allel G|allel A . . X p
obserwowane¢ obserwowane | oczekiwane oczekiwane

GG 79 | 158 0 79 91 79,18 91,02 <0,001
GA 8 8 8 8 9 7,64 8,77 0,02
AA 0 0 0 0 0 0,18 0,21 0,18
suma 1 g7 166 | 8 87 100 87 100 | 0,20 | 0,65
genotypy

suma 1241 0,95 | 0,05 174

allele

n — liczba pacjentow
Tabela 5.10. Rozktad genotyp@iwNI i ocena rownowagi Hardy-Weinberga

n % n % 2

AlwNI n |allelC| allel T . . X p

obserwowane obserwowane| oczekiwane| oczekiwane
CcC 64 | 128 0 64 67 63 66 <0,001
CT 28 28 28 28 29 30 30 0,0%
TT 4 0 8 4 4 3 4 0,12
suma | gs 1 156 | 36 96 100 96 100 | 0,18 | 0,68
genotypy
suma 19951 0,81 | 0,19 192
allele

n — liczba pacjentow
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5.5.1. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Alul a parametry nasienia
i wyktadniki apoptozy plemnikow

W calej grupie poddanej analizie poréwnano paranetasienia midzy
poszczegdlnymi genotypami miejsca restrykcyjnédol. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie rinic miedzy genotypami AA, AG i GG w przypadkaadnego
z badanych parametréow (p>0,05 dla koncentracjihliwosci plemnikdw ruchem
postpowym, prawidtowej morfologii plemnikéw orazywotnasci gamet). Wyniki

przedstawiono na wykresie 5.7.
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Wykres 5.7. Poréwnanie parametrOw nasienia pdmyi genotypami miejsca restrykcyjneddul (test
Kruskala-Wallisa).

A — Poréwnanie koncentracji plemnikéw w zalesci od genotypuAlul; B — Poréwnanie odsetka
plemnikéw poruszagych sé ruchem pospowym w zalenosci od genotypuAlul; C — Poréwnanie
odsetka plemnikbw o prawidtowej morfologii w zabtesci od genotypuAlul; D — Poréwnanie
zywotnasci plemnikéw w zalenosci od genotyptAlul; HOS — test hipoosmotyczny

W podobny sposob przeprowadzono poréwnanie wykkasniapoptozy midzy
poszczegolnymi genotypamhlul. Takze w tym przypadku nie uzyskano zric
statystycznych (p>0,05 zaréwno w zakresie btonoR@J jak i komorek z aktywn
forma c3). llustracja analizy na wykresie 5.8.
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Wykres 5.8. Poréwnanie wyktadnikow apoptozy peoay genotypami miejsca restrykcyjnegtul (test
Kruskala-Wallisa).
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A — Por6éwnanie odsetka plemnikéw z PST w zadéci od genotypuAlul; B — Poréwnanie odsetka

plemnikéw z aktywn formg ¢c3 w zalénosci od genotyplAlul; PST — translokacja fosfatydyloseryny; c3
— kaspaza-3

5.5.2. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Rsal a parametry nasienia
I wyktadniki apoptozy plemnikow

Koncentrag, ruchliwas¢ plemnikow ruchem pogbowym, morfologe gamet
I ich zywotnas¢ poréwnano take micdzy genotypami miejsca restrykcyjnedgsd.
Badane parametry nie mdity si¢ statystycznie pomadzy genotypami GG i GA
(w kazdym przypadku p>0,05). (Wykres 5.9.)

Na wykresie 5.10. przedstawiono wyniki porownanigkladnikéw apoptozy
migedzy genotypamiRsd. Stwierdzono istotnie wkszy odsetek komorek z PST
w przypadku genotypu GG ‘igenotypu GA (p=0,01)Zaden z genotypéw nie byt
jednak zwgzany ze zwikszory obecndcia plemnikéw z aktywa forma c3 (p>0,05).
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Wykres 5.9. Poréwnanie parametréw nasienia pdmyi genotypami miejsca restrykcyjnefsd (test
U Manna-Whitneya).

A — Poréwnanie koncentracji plemnikow w zaleici od genotypuRsd; B — Poréwnanie odsetka
plemnikow poruszapych s¢ ruchem pospowym w zalénosci od genotypuRsd; C — Por6wnanie
odsetka plemnikéw o prawidtowej morfologii w zahmici od genotypuRsd; D — Pordwnanie
zywotnasci plemnikéw w zalenoéci od genotyplRsd; HOS — test hipoosmotyczny
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Wykres 5.10. Poréwnanie wyktadnikow apoptozy pgimy genotypami miejsca restrykcyjnefsd
(test U Manna-Whitneya)

A — Poréwnanie odsetka plemnikéw z blorp®ST w zalenosci od genotypuRsd; B — PorGwnanie

odsetka plemnikéw z aktywnforma c¢3 w zalénosci od genotypuRsd; PST - translokacja
fosfatydyloseryny; c3 — kaspaza-3
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5.5.3. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego AIwNI a parametry nasienia
i wyktadniki apoptozy plemnikow

Przeprowadzono anatiz poroéwnawcz  podstawowych  parametrow
seminologicznych mdzy genotypami CC, CT i TT miejsca restrykcyjnegavNIl. Nie
zaobserwowano istotnych adic dla koncentracji, ruchlivgei ruchem pospowym,
morfologii ani zywotnasci plemnikéw (p>0,05 dla wszystkich wymienionychch
Wyniki analizy zilustrowano na wykresie 5.11.

Poréwnano take plemniki z wyktadnikami apoptozy w zalesci od genotypu
AlwNI (wykres 5.12). Nie stwierdzono zafesci migdzy genotypami AlwNI
a wystpowaniem btonowej PST. Podobnego @iMu nie zauwzono rownie
w zakresie komorek z aktywnformg c3 (p>0,05 dla porowmaobu wyktadnikdw
apoptozy plemnikoéw mdzy genotypami).
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Wykres 5.11. Poréwnanie parametréw nasienia pdnyi genotypami miejsca restrykcyjnegtwNI (test
Kruskala-Wallisa).

A — Pordéwnanie koncentracji plemnikéw w zalesci od genotypuAlwNI; B — Poréwnanie odsetka
plemnikéw poruszagych sé ruchem pospowym w zalénosci od genotypuAlwNI; C — Poréwnanie

odsetka plemnikow o prawidlowej morfologii w zate@ici od genotypuAlwNl; D — Pordwnanie

zywotnasci plemnikéw w zalenoici od genotyplAlwNI; HOS — test hipoosmotyczny

73



WYNIKI

24 60
p=0,06 e p=0,3
20 e iy
= = 50
S o -
= 16 3
n [
o £ 40
o 12 5
H ‘o
2 g g 30
s 1 :
N o4 l ]
= S 20
< =
g o )
o 2 10
-4 1 a i |$|
-8 0 —

ccC CT TT cc CcT TT
Genotyp miejsca restrykcyjnego AlwNI

]

Genotyp miejsca restrykcyjnego AlwNI

@ Srednia
T Srednia+Odch.std

Wykres 5.12. Poréwnanie wyktadnikéw apoptozy pginy genotypami miejsca restrykcyjnegbdwNI
(test Kruskala-Wallisa).

A — Poréwnanie odsetka plemnikéw z btorpRST w zalenoici od genotyptAlwNI; B — PorGwnanie
odsetka plemnikéw z aktywnforma c¢3 w zalénosci od genotypuAlwNl; PST — translokacja
fosfatydyloseryny; c3 — kaspaza-3

5.5.4. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Alul a skutecznd¢
zaptodnienia w zalgnosci od zastosowanej metody IVF

Poréwnano skutecz&é zaptodnienia pozaustrojowego peady genotypami
miejsca restrykcyjnegd\lul w zaleznosci od zastosowanej metody IVF. W grupie
konwencjonalnego IVF (A) nie zaobserwowananiéy skutecznéci zaptodnienia
(p>0,05). Podobnie w grupie ICSI (Baden z genotypow nie byt zgwiany z wekszy
liczbg zaptodnionych oocytéw (p>0,05). Wyniki zilustroveana wykresie 5.13.
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Wykres 5.13. Poréwnanie skuteczaiozaptodnienia w zalaosci od rodzaju zastosowanej metody IVF
w odniesieniu do genotypow miejsca restrykcyjnégd (test Kruskala-Wallisa).

A — Wykres poréwnania odsetka oocytéw zaptodnionyatody konwencjonalnego IVF w odniesieniu
do genotypdéw miejsca restrykcyjneddul; B - Wykres poréwnania odsetka oocytow zaptodgam
metody ICSI w odniesieniu do genotypéw miejsca restrykego Alul; IVF — zaptodnienie
pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna iniekapegynczego plemnika
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5.5.5. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego Rsal a skutecznd¢
zaptodnienia w zalgnosci od zastosowanej metody IVF

Z uwagi na niewieli czgstas¢ wyskepowania genotypu GA w grupie A oraz nie
uzyskanie w badanej populacji wyniku AA, wyniki oge zalenosci genotypow
miejsca restrykcyjneg®sd i skutecznéci zaptodnienia oceniono przy pomocy testu

yv? i przedstawiono w tabeli 5.11. (podrozdziat 5)5.7.

5.5.6. Polimorfizmy miejsca restrykcyjnego AlwNIl a skutecznd¢
zaptodnienia w zalénosci od zastosowanej metody IVF

Przeprowadzono poréwnanie odsetkéw zaptodnionycimdkek jajowych
pomigdzy poszczegllnymi genotypami miejsca restrykcygnddwNI. W grupie A
(konwencjonalne IVF) nie stwierdzono zwku zadnego z genotypow z odsetkiem
zaptodnionych komoérek jajowych (p>0,05). Podobnignpie B (ICSI) nie uzyskano
réznic w skuteczngxri zaptodnienia meidzy genotypami CC, CT i TT (p>0,05). Wyniki
przedstawiono na wykresie 5.14.
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Wykres 5.14. Poréwnanie skuteczaoiozaptodnienia w zal@osci od rodzaju zastosowanej metody IVF
w odniesieniu do genotypéw miejsca restrykcyjnégeNI (test Kruskala-Wallisa).

A — Wykres poréwnania odsetka oocytéw zaptodniony®tod, konwencjonalnego IVF w odniesieniu
do genotypdéw miejsca restrykcyjnegddwNI; B - Wykres poréwnania odsetka oocytéw zaptodgan
metody ICSI w odniesieniu do genotypéw miejsca restrykego AlwNI; IVF — zaplodnienie
pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna iniekapegynczego plemnika

5.5.7. Ocena zal@nosci poszczegodlnych genotypéw miejsc restrykcyjnych
Alul, Rsal i AIwWNI i parametréw nasienia oraz skutecznsi
zaptodnienia metody konwencjonalnego IVF i ICSI

Podobnie jak w przypadku oceny genotypBBR1w kontekcie parametrow
nasienia i wynikébw zaptodnienia pozaustrojowegokzéa dla oceny zalosci
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poszczegoblnych genotypdéw miejsc restrykcyjnydhl, Rsd i AlwNI z tymi cechami
populacg badam podzielono na podgrupy: o koncentracji plemnikowls: min/ml
i > 15 min/ml, o ruchliwéci ruchem pospowym < 32% i> 32%, o prawidtowej
morfologii < 4% i>4% i ozywotnasci (HOS) < 58% P 58%. Nasipnie z catej badanej
populacji wydzielono pacjentdw z normozoospearmikoncentracja, ruchling
i odsetek plemnikéw o prawidiowej morfologii w zakie wartéci referencyjnych
wedtug WHO) i przeprowadzono analizaleznosci wyskpowania normozoospermii
I genotypow badanych miejsc restrykcyjny@8R2 Wreszcie oceniono zaleosci
genotypow badanych miejsc restrykcyjnych i skuteézin zaptodnienia
pozaustrojowego metgdkonwencjonalnego IVF (grupa A) i ICSI (grupa Byialac
populacg na podgrupy z dokonanym i nie dokonanym zaptodemnw co najmniej

jednej komdérce jajowej. Wyniki analiz przedstawiomdabeli 5.11.
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Tabela 5.11. Ocena zywku poszczegdllnych genotypéw miejsca restrykcyjn@lyd, Rsd oraz AlwNl z parametrami nasienia oraz skutecomp zaptodnienia metad
konwencjonalnego IVF oraz ICSI

Miejsce restrykcyjne Alul Rsd AlWNI
Genotyp n AA AG GG p n GG GA p n CcC CT TT p
Koncentracja < 15 min/ml 3 13 15 26 5 23 13 0
92 1** 87 0,13* 96 0,21*
Koncentracja 15 min/ml 5 26 30 53 3 41 15 4
Ruchliwas¢ ruchem 6 28 37 60 7 49 23 2
0,
postpowym < 32 % 92 049 | 87 0,68 | 96 0,36
Ruchliwas¢ ruchem 2 11 8 19 1 15 5 2
postpowym=> 32 %
Prawidtowa morfologia 2 11 18 23 5 19 14 0
0
- <4% - 92 0,54** 87 0,11* 96 0,06**
Prawidtowa morfologia 6 28 27 56 3 45 14 4
>4 %
HOS < 58 % 5 19 25 40 6 35 17 1
92 0,78* 87 0,27* 96 0,4**
HOS> 58 % 3 20 20 39 2 29 11 3
Brak normozoospermii 6 28 39 62 7 50 24 2
92 0,21** 87 1** 96 0,23**
Normozoospermia 2 11 6 17 1 14 4 2
Gr”f;‘ ﬁ)ér?i(;?;o do 1 11 12 23 6 18 4 2
Grupa AI\D— nie doszto do 31 0,64* 30 1= 30 I
P - dc 1 3 3 1 0 5 1 0
zaptodnienia
Gr”Zp; > c'jr?igflf:’ do 5 23 28 46 4 36 23 2
Grupa Ef)— nie doszfo do 61 0,63 57 = 66 0,28
P > ¢ 1 2 2 7 0 5 0 0
zaptodnienia

A — grupa pacjentéw poddanych konwencjonalnemu IB'F grupa pacjentéw poddanych ICSI, IVF — zapledi@ pozaustrojowe, ICSI — docytoplazmatyczna ijeek
pojedynczego plemnika; HOS — test hipoosmotyczny{inzba pacjentéw poddanych analizie; ** - teskiddny Fishera w rozszerzeniu Freemana-Haltona
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5.6. Wyktadniki apoptozy plemnikow a skuteczndé¢ zaptodnienia
pozaustrojowego

Obliczono zalenos¢ wykladnikow apoptozy oraz skuteczed zaptodnienia

w grupie Ai B.

W grupie A zaobserwowano ujemrkorelacg mi¢dzy odsetkiem oocytow

zaptodnionych przy pomocy konwencjonalnego

forma c3 (r=-0,4, p=0,02). (Wykres 5.13).
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Wykres 5.13. Korelacja odsetka plemnikéw z wykikdmi apoptozy ze skutecziuig zaptodnienia
metody konwencjonalnego IVF.

A — Korelacja plemnikéw z blonawPST ze skuteczdoia konwencjonalnego IVF; B — Korelacja
plemnikow z aktywa forma c3 ze skuteczroia konwencjonalnego IVF; IVF — zaptodnienie
pozaustrojowe, PST — translokacja fosfatydyloseryd/— kaspaza-3; r — wspoétczynnik korelacji rang
Spearmana

Nastpnie porownano wykladniki apoptozy w grupie A podpale na
podgrupy: 1 — w ktérej doszto do zaptodnienia w majmniej jednym oocycie
oraz 2 — w ktérej wzadnym oocycie nie stwierdzono obegrio przedjdrzy.
W grupie 2, w ktérej nie doszto do zaptodnieniawatono istotnie wyszy odsetek
plemnikéw z wyktadnikami apoptozy zaréwno dla gaméttonowy PST (p<0,05), jak
I dla gamet z aktywnforma c3 (p<0,05). Wyniki zilustrowano na wykresie 5.14.
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Wykres 5.14. Poréwnanie obedab wyktadnikéw apoptozy w plemnikach eskich w zalénosci od
skutecznéci zaptodnienia metedkonwencjonalnego IVF (test U Manna-Whitneya).

A — Poréwnanie odsetka plemnikow z btorp®ST me¢dzy grupami z dokonanym zaptodnieniem (1)
oraz z brakiem zaptodnienia (2); B - Porownanieetids plemnikow z aktywnforma ¢3 migdzy grupami

z dokonanym zaptodnieniem (1) oraz z brakiem zapkda (2); PST — translokacja fosfatydyloseryny;
c3 — kaspaza-3; IVF — zaptodnienie pozaustrojowe

Podobr analiz przeprowadzono w grupie B. W przypadku oocytow
zaptadnianych przy pomocy ICSI nie stwierdzono lamje skutecznéci zaptodnienia
z wyktadnikami apoptozy plemnikéw ani w zakresi@rgwej PST ani w zakresie
aktywnej formy c3 (odpowiednio r=-0,2, p=0,85 i0:t, p=0,51). Analiz zilustrowano
na wykresie 5.15.
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Wykres 5.15. Korelacja odsetka plemnikéw z wykikdmi apoptozy ze skutecziug zaptodnienia
metod ICSI.

A — Korelacja plemnikéw z btonowPST ze skuteczidoig ICSI; B — Korelacja plemnikéw z aktywn
formg c3 ze skuteczrgiag ICSI; ICSI — docytoplazmatyczna iniekcja pojedyega plemnika,
PST - translokacja fosfatydyloseryny, c¢3 — kasgza- wspotczynnik korelacji rang Spearmana

W grupie B oceniono réwniewystepowanie wyktadnikOw apoptozy w grupie
w ktorej doszto do zaptodnienia co najmniej w jeaingocycie (1) oraz w grupie z nie
dokonanym zaptodnieniem (2). Tak jak w przypadkuelaxji wyktadnikow apoptozy
i skutecznéci zaptodnienia, nie uzyskano istotnej statystyezmiznicy miedzy
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podgrupami 1 i 2 ani w zakresie obegriov gametach btonowej PST, ani aktywnej
formy c3 (odpowiednio p=0,59 i p=0,16). (Wykres)1
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Wykres 5.16. Poréwnanie obedad wyktadnikéw apoptozy w plemnikach eskich w zalenosci od
skutecznéci zaptodnienia metedICSI (test U Manna-Whitneya).

A — Poréwnanie odsetka plemnikow z btorp®ST me¢dzy grupami z dokonanym zaptodnieniem (1)
oraz z brakiem zaptodnienia (2); B - Porownanieetids plemnikow z aktywnforma ¢3 migdzy grupami

z dokonanym zaptodnieniem (1) oraz z brakiem zapeda (2); PST — blonowa translokacja
fosfatydyloseryny; c3 — kaspaza-3; ICSI — docytaplatyczna iniekcja pojedynczego plemnika
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6. DYSKUSJA

6.1. Zatozenia i metodyka pracy

Obnizenie ngskiego potencjatu zaptadnggapgo mae wynik& z  wielu
czynnikéw (Niedziela i wsp., 2012; Aitken i wspQ1Bb). Jednak wwietle rosncej
ilosci doniesi@ dotyczicych rozlegtej roli jak w meskim ukitadzie rozrodczym pehni
estrogeny, badanie ich zygku z mesky ptodnacia nabiera coraz wkszego znaczenia.
Aby uzysk& swoje biologiczne dziatanie, estrogeny wchpdzreakcg ze swoistymi
receptorami estrogenowymi. Ich funkcja weskim uktadzie rozrodczym jest
w ostatnich latach przedmiotem coraz szerszychihatazegolnie po stwierdzenite
myszy pitci ngskiej pozbawione ESR1gsnieptodne. Udowodniono na modelu
zwierzcym, ze estrogeny regulgiico najmniej dwa etapy spermatogenezy (na poziomie
ilosci komorek germinalnych oraz dojrzewania spermati@rreau i wsp., 2002).
Pobrane z naflrza myszyosERKO plemniki wykazuyj silnie obnizong ruchliwas¢, cha
ich struktura nie jest uszkodzona (Lubahn i wsp93t Hess i wsp., 1997). Produkcja
estrogendw u ssakow zachodzi gtownie w komorkaclydiga i w komérkach
gametogenicznych, chow okresie rozwoju ich podstawowydrédiem g komorki
Sertoliego (Nitta i wsp., 1993; Carreau i wsp., 2&1 U mzczyzn, obecn&
aromatazy P450 stwierdzono w komorkach  nabtonkowygbrzewodow
wyprowadzajcych oraz w gtowie naglrza. Wykazano jej ekspresjtakze
w plemnikach mskich, co sugerujeze one same magrodukowa estrogeny, petac
role ,ruchomych jednostek endokrynnych” (Lambard i wsR005). Obecni
receptoréw estrogenowych u ludzi stwierdzono w @iecatym MUR, a ich ekspresja
zmienia s¢ wraz z etapem rozwoju poszczegoélnych gdédrv. Estrogeny odgrywaj
wigc prawdopodobnie bardzo istgtrolg w rozwoju i funkcjonowaniu gskiego uktadu
rozrodczego. Postulujecstakze, ze prawidiowa transdukcja sygnatu estrogenowego
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poprzez receptory jest kluczowa dla optymalnegatdmia tych hormonéw na tkanki
docelowe.

Badania na modelach zwiezych pozbawionych receptorow estrogenowych
potwierdzity dug role estrogenow w MUR. W toku dalszych béada obrbie gendw
kodugcych ESR  stwierdzono wygiowanie polimorfizméw  pojedynczych
nukleotydéw. Z polimorfizmami, dglagcymi wariantami budowy gendéw, me by
zZwigzana odmienna funkcja genu i kodowanego przez megduktu w zalenosci od
wystepujacego w danym miejscu restrykcyjnym genotypu. W pedku receptorow
estrogenowych w MUR, nie to skutkowa zaburzeniami prowadeymi do obntenia
ptodndici.

Apoptoza plemnikow mae wplywa& na jak@¢ nasienia, ché dane dotycace
parametrow seminologicznych, na ktére rzutugek@ntrowersyjne (Ricci i wsp., 2002;
Weng i wsp., 2002; Grunewald i wsp., 2009c; Aitkewsp., 2010b; Aitken i wsp.,
2011a; Kotwicka i wsp., 2011b). Na podstawie modslierzcego podejrzewa gize
podwyzszony odsetek wyktadnikbw apoptozy w gametackskich jest zwizany
z obniong zdolnccig plemnika do penetracji komorki jajowej (Grunewaldvsp.,
2008). Wyktadniki apoptozy plemnikéw potraktowanomiejszym opracowaniu jako
element opisuacy funkckg gamet. Z tego wzgtlu zaangzowano ocea btonowej PST
i aktywnej formy c3 zaréwno do batlawigzku z wysg¢powaniem polimorfizmow
genowESR1i ESR2 jak réwnie do analizy funkcji zaptadniggej nmeskich komorek
rozrodczych.

W prezentowanej pracy patp prole oceny potencjalnego zywku
polimorfizméw gendw kodugych receptory estrogenowe oraz apoptozy plemnikow
z parametrami ok&gajacymi zdolnag¢ zaptadniajca gamety mgskiej. W badaniu genu
ESR1zdecydowano gina wykorzystanie miejsc restrykcyjnyéal i Pvul. Zgodnie
z danymi w dosfpnej literaturze, polimorfizmy tych miejsc restryktych s
najczsciej podawane jako te, ktére mpdprac udziat w ewentualnym zaburzeniu
transdukcji sygnatu estrogenowego w ESRL1 i rzutoma nesky ptodnaé¢ (Solakidi
I wsp., 2005; Lazaros i wsp., 2008; Lazaros i wgp10). W przypadkiESR2podgto
prébe oceny funkcji zaptadniagej gamety raskiej w zalenosci od polimorfizmoéw
miejsc restrykcyjnychAlul, Rsd oraz AlwNI. Pierwsze dwa zostaly 3uopisane
w literaturze w konteicie ptodndci mgskiej, z& miejsce restrykcyjnélwNI badano
pod tym ktem po raz pierwszy na potrzeby niniejszego opracoav(Khattri i wsp.,
2009a; Khattri i wsp., 2009b; Safarinejad i ws@1@, Ogata i wsp., 2012).
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Obok badania polimorfizméw wybranych miejsc restiyjkych ESR1i ESR2
zastosowano szereg metod pozwghagh na ocegparametrow okrédajacych zdolnéé
zaptadniajcg plemnikow ngskich. W pierwszej kolejr@i przeprowadzono
standardow ocere seminologiczn. Zgodnie z dospng literatuy, parametry nasienia
takie jak koncentracja, ruchliwé morfologia i zywotnags¢ gamet mgskich mag
najwyzsza wartas¢ predykcyjy dla okrélenia szansy na uzyskanie spontanicznego
zaptodnienia drzejczak i wsp., 2008). Parametry te badanevedtug rekomendaciji
Swiatowej Organizacji Zdrowia, a prowadzone w laloram seminologicznym
zewrgtrzne i wewntrzne kontrole jakéci pozwalag na uzyskanie maksymalnej
obiektywizacji i wiarygodnéci wynikow (Xdrzejczak i wsp., 2012). Jednak
prezentowane tutaj wyniki analiz badanej populacje w peini potwierdzaj
wiasciwosci predykcyjne wymienionych parametrow nasieniampoo przygcia
modelu konwencjonalnego IVF jako rodzaju odzwiatt@eia funkcji gamety rskiej
zblizonej do naturalnego pogz@a. Zarbwno w grupie leczonej przy pomocy
konwencjonalnego IVF (grupa A) jak i ICSI (grupa ®ydzielono dwie podgrupy —
(1), w ktorej doszto do zaptodnienia (agwiobserwowano przegijrza) w co najmniej
jednym oocycie i (2), w Kktorejzaden z oocytdbw nie zostat zaptodniony.
Zaobserwowanoze w grupie A nie bylo istotnych statystyczniezmic w zakresie
sredniej koncentracji, ruchlivégi ruchem pospowym, ani prawidtowej morfologii
plemnikébw medzy podgrupami 1 i 2, a wé w grupie tej na podstawigrednich
parametrow nasienia nie gra przewidzié wyniku zaptodnienia. Odmiennie sytuacja
ta wyghda w przypadkwywotnasci plemnikbw mierzonej przy pomocy HOS oraz
wyktadnikébw apoptozy plemnikéw. Zaréwno w przypadk©OS jak i plemnikéw
z blonowy PST oraz z aktywnformg c3, w grupie A ména obserwowa istotne
statystycznie rinice medzy podgrupami z dokonanym i niedokonanym zaptadaia.
Wiekszazywotnas¢ plemnikow wize sk z wickszg szang na zaptodnienie, Zavyzsze
odsetki badanych wyktadnikow apoptozyszang zmniejszaj. W przypadku nasienia
wykorzystanego do ICSI, nie zaobserwowano istotrstelystycznie rénic w zakresie
zadnego z badanych parametrow. Wietle wynikdw prezentowanych w tej pracy
bada, najwickszy zwihzek z wynikiem zaptodnienia maywotnas¢ plemnikéw oraz
nasilona apoptoza gamet. Rice w wynikach w stosunku do cytowanej pracy mog
wynika¢ z kilku czynnikow. ddrzejczak i wsp. oceniali wadé® predykcyjr
parametrow nasienia dla spontanicznego ¢uez zad prezentowane tutaj wyniki
odniesione g do zaptodnienia w warunkacdh vitro. Ponadto badacze ci zastosowali
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skomplikowany model regresji logistycznej i operdwaa wicksze] i bardziej
proporcjonalnej grupie badanych eimmzyzn (113 pacjentow o prawidtowych
parametrach nasienia i 109 o nieprawidiowych, wopmaniu do analizowanych w tej
pracy 28 mzczyzn z normozoospermii 88 z obnkonymi parametrami). Wreszcie
w cytowanej pracy postugiwanogsiekomendacjami WHO z 1999 roku i nie badano
wyktadnikbw apoptozy plemnikow (WHO, 1999). Woynikie powtarzalnym,
wiasciwym dla plemnikbw o wikszej zdolnéci zaptadniajcej, pozostaje wysoka
zywotnas¢ plemnikéw.

W celu oceny zdolni@i zaptadniggcej gamet w ninejszej pracy wykorzystano
dwa modele zaptodnienia pozaustrojowego — konweadtp@ IVF (grupa A) i ICSI
(grupa B). Kwalifikacja do odpowiedniej techniki Fjprowadzona jest standardowo na
podstawie parametrow nasienia. Do zaptodnienia dgetmnwencjonalnego IVF
kwalifikowani s pacjenci z lepszymi parametrami nasienia @d grupy, w ktorej
przeprowadza ei ICSI (Xdrzejczak i wsp., 2005). Jest to rownigvidoczne w
prezentowanych w tej pracy wynikach — w porownagiup A i B zaréwno
w przypadku koncentracji nasienia, jak i jego ruegbkci ruchem pospowym,
prawidtowej morfologii izywotndsci srednie parametryasistotnie statystycznie lepsze
w grupie zaptadnianej metpdkonwencjonalnego IVF. Jednak nie bez znaczenia dla
oceny zwizku wyktadnikow apoptozy z potencjatlem zaptadyugin gamety raskiej
jest fakt,ze ch@ w grupie A parametry nasienia byly lepsze wi grupie B, to jednak
migdzy obydwiema grupami nie wyglta rdznica statystyczna w wykladnikach
apoptozy gamet (p>0,05).

Konwencjonalne IVF odpowiada w gym stopniu zaptodnieniu w warunkach
naturalnych. Tak jak przy zaptodnieniu naturalnymmechanizmie konwencjonalnego
IVF dochodzi do wszystkich etapow koniecznych dgjifplemnika z komork jajowg
I pofgczenia matczynego i ojcowskiego DNA: ma miejscekega kapacytacii,
rozpoznanie, reakcja akrosomalna i wreszcie perjatr@olemmy. Wydaje 6j
iz w modelu konwencjonalnego IVF, w ktorym dochodzn gaptodnienia oocytu,
gamety mgskie maj prawidtowg lub zblzong do prawidtowe] zdoln& zaptadniajca.

W przypadku drugiego modelu, ICSI, pewne etapy apknia nie $ niezledne do
whnikniecia plemnika do oocytu. Nie jest konieczne dgteve rozpoznanie, fuzja ani
penetracja btony komdrkowej komorki jajowej, gdglementy te gpominkte podczas

procedury laboratoryjnej polegagj na iniekcji plemnika do wetrza dojrzatej gamety
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zenskiej. Skuteczn& ICSI jest stosunkowo wysoka nawet w przypadku ysthb
parametrow nasienia (Sariibrahim i wsp., 2013; Xiesp., 2013).

W prezentowanych wynikach, w celu stwierdzenia kigi®nosci bada
poréwnupcych grupy A i B, obliczoncsrednie parametry takie jak wiek partnera
i partnerki, liczlp oocytobw wykorzystanych do procedury zaptodnienia
pozaustrojowego oraz odsetek zaptodnionych komd@agdwych w obu grupach.
Poréwnano wyniki midzy grupami. Nie uzyskano adicy wieku partnerek ani
partnerow. Zatoy¢ mazna,ze skuteczn& zaptodnié mierzona obecrigia przedadrzy
w oocytach 16 do 18 godzin po przeprowadzeniu phage zaptodnienia
pozaustrojowego zatea byta przede wszystkim od funkcji plemnikéw, g od
czynnika potencjalnie najsilniej rzuigego na wynik zaptodnienia pozaustrojowego,
jakim jest wiek partnerki od ktorej pobrano komoikjowe (Mol i wsp., 2000;
Suchartwatnachai i wsp., 2000; Jansen 20@8rzéjczak i wsp., 2005). Chodo
procedury konwencjonalnego IVF wykorzystaimednio mniej oocytéw rido ICSI, to
jednak przekrojowy odsetek zaptodnionych komorgkwsch w obu grupach byt
podobny (p>0,05). Z tego wzglu mana przyp¢ charakterystyk obu grup za
poréwnywaln,.

Podstawy oceny zdolnéci zaptadniaggcej gamet reskich byla obecn@
prawidtowych przedjdrzy w poddanych procedurze zaptodnienia pozawstejo
komorkach jajowych. W dogbnej literaturze dotyezej klasyfikacji meskiego
potencjatu zaptadniggego znale¢ mazna opracowania potwierdzag stuszn&d
przyjetego zatagenia (Vawda i wsp., 1996; Donnelly i wsp., 199&irzejczak i wsp.,
2005). Rownoczmie zrozumiata wydaje eiinterpretacja braku przedirzy jako
niemaznosci zaptodnienia oocytu.

Zalecanym w literaturze, optymalnym sposobem oceyktadnikdw apoptozy
komorek jest badanie co najmniej dwoch markerowptgry w danej populacji
(Elmore, 2007). Badanymi na potrzeby niniejszejcpravyktadnikami apoptozy
plemnikéw byty: btonowa translokacja fosfatydylogey oraz obecri@ aktywnej
formy kaspazy-3. Obechéd bilonowej PST swiadczy o wczesnym etapie
programowanegmierci komorki, za obecné¢ aktywnej formy ¢3 — o etapie pdym.
Wybrane wyktadniki apoptozy pozwadayvigc na szerok ocerg aktywngci procesu
obumierania gamet ¢skich. Naley jednak zwréai uwag na fakt, # interpretacja
wynikéw badania apoptozy komérek budzi pewne komérsje. Apoptoza bierze
bowiem udziat w homeostazie spermatogenezy, jeftadykiki mogy wiec by obecne
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w komérkach niedojrzatych i nie moa jednoznacznie stwierdziczy pojawity s¢ tam
przed czy po ejakulacji (Weng i wsp., 2002; Aitkemsp., 2011a).

Badanie wyktadnikow apoptozy komorek przy pomocipoyetrii przeptywowej
uwidacznia cztery ich frakcje. Dla pewnego uprospméa przygto interpretagy sumy
frakcji komorek prezentggych fluorescenej aneksyny-V jako komorek z obegcn
btonowg PST. Take w przypadku znakowania plemnikéw z aktywiormg c3, jako
gamety z tym markerem apoptozy petgj sung plemnikow wykazujcych
fluorescengj. Jest to uznany w literaturze sposob interpretagjnikbw cytometrii
przeptywowej w ocenie komérek z wyktadnikami apayto dapcy mazliwosé
potencjalnego poréwnania wynikbw z wynikami uzyskan innymi metodami, na
przyktad w badaniu btonowego potencjatu mitochaaldego plemnikéw (MMP; ang.
mitochondrial membrane potentjgWeng i wsp., 2002; Zorn i wsp., 2012). Uzyskana
w niniejszej pracy silna korelacja wypbwania btonowej PST i aktywnej formy c¢3
(r=0,6, p<0,001)xwiadczy o poprawnej metodologii badania i interpcgt wynikdw

markerow apoptozy plemnikow.

6.2. Polimorfizmy miejsc restrykcyjnych Pvull i Xbal genu ESR1

oraz Alul, Rsal i AlwNI genu ESR2 — omowienie wynikow

w zakresie parametrow nasienia

Chat wzrasta w ostatnich latach zainteresowanie prodalgka zaburzé
transdukcji sygnatu estrogendéw mogch wynika& z polimorfizmow genetycznych
gendéw kodujcych receptory estrogenowe, to jednak istniejedalgd niewiele prac
badajcych bezpéredni zwpzek tych polimorfizméw 2z parametrami nasienia
i zdoIlnascig zaptadniajca plemnikow neskich. W dosgpnych pracach wyniki tae nie
s3 jednoznaczne. M@ to wynik& na przykiad z ranic etnicznych badanych populaciji.
Zréznicowanie etniczne zataosci cech od SNP zaobserwoévanozna take analizujc
na przyktad badania dotygze zwhzku SNP gendw kodagych receptory estrogenowe
I wystepowania osteoporozy (Kim i wsp., 2001; Lausp., 2001; Taguchi i wsp., 2003,
Janusz i wsp., 2013).

Zarobwno genotypy badanych miejsc restrykcyjniESR1jak i ESR2prezentuyj
rozktad zgodny z réwnowagHardy-Weinberga, pomimo tegze grupa pacjentow jest
wyselekcjonowas populacy leczory przy pomocy zaptodnienia pozaustrojowego.
Zwraca uwag fakt, ze w przypadkuRsd nie uzyskano genotypu AA uadnego
pacjenta. Jest to jednak zgodne z danymi literatymu — genotyp ten byt oznaczany
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zdecydowanie najrzadziej bez wadh na populaej badanych rwczyzn (Khattri
I wsp., 2009a; Lazaros i wsp., 2010; Zhang i wap11).

Przy interpretacji rozktadu genotypdéw poszczegdinyeiejsc restrykcyjnych
warto zwréct uwag, ze do badania zakwalifikowano wyselekcjonowagrupe
mezczyzn, z ktorej wikszag¢ miata obnione parametry nasienia. Jedynie 24%
pacjentow w badanej populacji miato normozoospenmmizakresie ruchliwvgci ruchem
postpowym, koncentracji i prawidiowej morfologii, przgzym nie u wszystkich
pacjentow z normozoospernskuteczna byta izolacja DNA niegina do dalszych
bada polimorfizmow wybranych miejsc restrykcyjnych.

W przypadku oceny zwkku parametréw nasienia z polimorfizmami gendéw
ESR1 i ESR2 zaproponowano poréwnanie ickrednich wartéci lub median
(w zalenosci od normalnéci rozktadu) w obgbie poszczegdinych genotypow
badanych miejsc restrykcyjnych.

Zarbwno Rago i wsp., jak i Aquila i wsp. prezenttiwavyniki
immunolokalizacji ESR1 w okolicy wstawki. Badanial&kidiego i wsp., Aquila i wsp.
oraz Rago i wsp. lokalizgjw tej okolicy take ESR2 (Aquila i wsp., 2004; Solakidi
I wsp., 2005, Rago i wsp., 2006). Sugeruge siec, ze istnieje maliwos$¢ obecndci
tych receptorow w mitochondriach plemnikéw, co noligt by¢ zwigzane z réna
ruchliwoscia tych komorek w zabmosci od wariantu budowy genu kodopgo
receptory. Jednak prezentowane w tej pracy wyniid potwierdzity tego typu
zalenosci. W badaniu polimorfizmow ESR1 ruchliwos¢  plemnikow, zaréwno
w przypadkuPvul jak i Xba, nie r&nita sk istotnie m¢dzy genotypami. Tate
w przypadku polimorfizmOowESR2w prezentowanych wynikach nie obserwowano
zwigzku ruchliwgci postpowej gamet zzadnym z genotypoéw poddanych analizie
miejsc restrykcyjnych. Mee to by zwigzane ze stosunkowo niewiglipopulacy
badanych. Ponadto normozoospermia, po izolacji DNAystpowata jedynie
u 23 pacjentow czyli 22% grupy badanej &eau i Xba, u 19 pacjentéw czyli 21%
badanych przypadkalul, w przypadkuRsd — u 18 ngzczyzn czyli 21%. W przypadku
AlwNI byto to 20 chorych czyli 21% populacji badanej. #ddo ttumacz§ obserwacje
odmienne od tych prezentowanych przez grugzaros i wsp. (Lazaros i wsp., 2010).
Badacze ci stwierdzili bowiem zgaek genotypu G@lul z wyzsz ruchliwoécia gamet
w porownaniu z genotypami AG i AA, jednak w badapejez nich populacji 114
mezczyzn a& 85 miato normozoospermi Nie mazna jednak take wykluczy, ze ze
wzgledu na postulowane dla plemnikbw niegenomowe dZiataneceptorow
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estrogenowych zaburzenia ich struktury wetdoe badanych miejsc restrykcyjnych nie
maja zwiazku z funkcy mitochondriéw i z ruchliwécia gamet.

W toku analiz miejsc restrykcyjnydPvul i Xbal genuESR1stwierdzono take,
ze koncentracja, morfologia izywotnas¢ plemnikéw nie ranity sie migdzy
poszczegolnymi genotypami w @bie zadnego z tych miejsc restrykcyjnych. Nie
znaleziono zatem w badanej populacji gkiu polimorfizméw gendéw receptora
estrogenowego 1 z parametrami nasienia.

Takze w przypadku analizy miejsc restrykcyjny&hul, Rsd i AlwNI genuESR2
nie zauwaono zwiazku zadnego z genotypow z koncentetgaporfologh i zywotnaicia
gamet. W badanidlul, wysokie wartéci p=0,94, p=0,69 i p=0,72 odpowiednio dla
pordwnania koncentracji, morfologii i zywotnasci  plemnikbw  pomgdzy
poszczegolnymi  genotypami wskagujdos¢ jednoznacznie na brak adic
w wartagsciach tych parametrow w zaleosci od genotypu. Prezentacja graficzna
wynikow koncentracji, ruchlivgzi i morfologii plemnikbw wskazuje na lepsze
wartasci tych parametrow w obbie genotypu TTAIwWNI, jednak nie ma w tym zakresie
istotncci  statystycznej (odpowiednio p=0,1, p=0,12 i p40,8la koncentraciji,
ruchliwosci ruchem pospowym i morfologii). W przypadkursd zaobserwowano
nieco lepsze parametry nasienia dla genotypu G@naje w przypadkuzadnego
parametru nie uzyskano amicy istotnej statystycznie. By moze w przypadku
kontynuacji badania na wkszej populacji chorych lub przy wyselekcjonowaniu
wigkszej grupy pacjentdw mggych prawidtiowe parametry nasienia #fiwa bedzie
obserwacja silniejszej tendencji przewagi tego ggmow grupie pacjentow z lepszymi
parametrami nasienia. W populacji badanej prezesrteyw tej pracy nie dowiedziono
jednak zwagzku polimorfizmow ESR2 zadnym z parametréw seminologicznych.

W nastpnym etapie analiz podzielono geupadag po kolei pod wzgldem
koncentracji, ruchliwéci ruchem pospowym, prawidtowe] morfologii izywotnasci
plemnikéw na dwie grupy — odpowiednio o wymienionygarametrach w zakresie
wartasci referencyjnych WHO z 2010 roku oraz pae)i wartagci referencyjnych
(WHO, 2010). Przy pomocy tesff oraz testu doktadnego Fishera zbadano, czy «téry
z badanych genotypéw miejsc restrykcyjnych jest azanmy z wystpowaniem
podstawowych parametrow nasienia w prawidtowym esikx.

Dla ESR1nie zauwaono przewagi ktdregokolwiek z genotyp®wvul ani Xbal
dla zadnego z parametréw nasienia. Oznaczaz¢ow badanej populacji prawidtowe
parametry nasienia albo oligozoospermia, astherspaymia czy teratozoospermia nie
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byly zwigzane z polimorfizmamiPvull i Xba. Nie zauwaono take zwigzku badanych
parametrow seminologicznych zadnym 2z genotypéw analizowanych miejsc
restrykcyjnychESR2 Jedynie w przypadkalwNI genotyp CC jest dominagy wsrod
chorych z prawidtow morfolog plemnikow> 4%, jednak wynik ten nie jest poparty
istotnacig statystycza (p=0,06).

Ponadto podjo préke analizy rozkladu genotypow po wydzieleniu pacjentd
Z normozoospermi w zakresie koncentracji, ruchlié@ ruchem pospowym
i prawidtowej morfologii plemnikow. Miato to na aelsprawdzenie, czy ktérykolwiek
z genotypow bdzie dominujcy w grupie z normozoospergmiw poréwnaniu
z pacjentami o nieprawidtowych parametrach nasiéwia stwierdzono jednak istotnej
statystycznie réinicy zaréwno dla miejsc restrykcyjny@SR1jak i ESR2 co oznacza,
ze w badanej populacjzaden z genotypow nie byt zywany z wystpowaniem
u pacjentdw normozoospermii.

Prezentowane wyniki gs czgsciowo zgodne z tymi opublikowanymi przez
Lazaros i wsp. (Lazaros i wsp., 2010). Badacze swej pracy z 2010 roku analizowali
rozktad genotypow osobno w grupie z prawiddowoncentrag i prawidiowng
ruchliwoscia plemnikdbw, a nasgpnie z oligozoospermi i asthenozoospermi
Stwierdzili brak zwjzku polimorfizméw Pvul i Xba genu ESR1 z ruchliwccia
nasienia w grupie pacjentow z prawidipkinetyka plemnikow. Zauwayli oni jednak,
ze W grupie z asthenozoospegmgenotypy CC i TC byly zwrzane z lepsg
ruchliwoscia gamet ni genotyp nie zawierggy cytozyny, czyli TT. Rownie w
przypadkuXba w populacji o obnionej ruchliwgci gamet przez Lazaros i wsp. lepsz
ruchliwo$¢ plemnikéw wykazano u pacjentéw z genotypami AG3 Giz w przypadku
AA. W analizie koncentracji nasienia i jej zwku z genotypamiPvul i Xba, w grupie
z prawidtowg koncentrag plemnikow, Lazaros i wsp. zaumgdi, ze genotypowi TT
Pvul towarzyszy wgksza ilg¢ plemnikow né pozostatym genotypom. DIXba,
wyzsza koncentracja nasienia obserwowana byta w pdkypgenotypu AA ni AG
I GG. Wsrod pacjentéw z asthenozoospegmie zauwaono podobnych zak&osci.
Przy badaniuESR2badacze ci stwierdzili, przeciwniezni prezentowanych tutaj
wynikach, wysze wartéci ruchliwosci plemnikéw ruchem pogbowym u pacjentow
z genotypem GGAIlul. Roéwnoczénie podobnie jak w niniejszej pracy nie
zaobserwowano zwzku koncentracji plemnikow zAlul, ani zadnych ranic
w parametrach nasienia ¢dizy poszczegblnymi genotypaniRsd. Rozbieznosci
wynikbw s dos¢ trudne do interpretacji. Chowielkos¢ grup badanych byta
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poréwnywalna (114 pacjentéw w publikacji Lazarogsip., DNA wyizolowane od 102
pacjentdw w prezentowanej pracy), to jednak Lazavesp. odnosili si do norm WHO
z 1999 roku, gdzie diagnealigozoospermii stawiano gdy koncentracja plemwko
wynosita < 20 min/ml, za asthenozoospermii — gdy ruchligéo gamet ruchem
postpowym oceniana byta na < 50% (WHO, 1999). Ponadtaica wynikéw mae
mie¢ przyczyre w réznym tle etnicznym tych grup. Pochodzenie pacjentdgrupie

badanej jest istotnym czynnikiem m@agm wptywa na dystrybugj polimorfizmow.

6.3. Polimorfizmy miejsc restrykcyjnych Pwvull i Xbal genu ESR1
oraz Alul, Rsal i AlwNI genu ESR2 — omdéwienie wynikow
w zakresie skutecznéci zaptodnienia
Solakidi i wsp. wskazyj lokalizacg ESR1 w segmencie rownikowym gtowki
plemnika. Sugergjwynikajace s§d mazliwe zaangaowanie tego receptora w procesie
pofaczenia btony komorkowej gameteskiej i zenskiej (Solakidi i wsp., 2005). Wydaje
si¢ wiec, ze poszczegollne polimorfizmy genu kogiggo ESR1 u giczyzn mogtyby
by¢ zwigzane z ranym odsetkiem zaptodnionych komorek jajowych u partnerek.

Na potrzeby prezentowanej pracy przeprowadzoro amaliz danych pod tymdem.

W obrbie miejsca restrykcyjnegd’vul, nie stwierdzono ranic migdzy
skutecznécig zaptodnienia pozaustrojowego bez wmyl na genotyp, zar6éwno
w przypadku konwencjonalnego IVF jak i ICSI. Jednetka® poréwnanie procentowej
skutecznéci obu metod zaptodnienia pogdzy genotypami daje wynik p>0,05, to
mozna na wykresie 5.5 zaobserwawapewry tendengi dla genotypu CC
I konwencjonalnego IVF — w tym wariancie skutecantej metody wydaje siby¢
nieco nisza, nk w przypadku wariantow TT i TC (jednak p=0,16). Bbdych
zaleznosci nie zaobserwowano w przypadku ICSI, gdzesdnia skuteczrid
zaptodnienia byta porownywalna bez wadih na genotyp i p=0,75.

W przypadku miejsca restrykcyjneg¢ba badania porowngge skuteczng
konwencjonalnego IVF oraz ICSI nie wykazaigdnych ranic. W grupie A p=0,73,
zas w grupie B p=0,97 praktycznie wyklucza w populadyadane] zwgzek
polimorfizmédw miejsca restrykcyjnegoXba ze skutecznécia zaptodnienia

ktorakolwiek ze stosowanych metod zaptodnienia pozajesteego.

Z uwagi na lokalizag ESR2 w okolicy wstawki i postulowany w zyzku z tym

udziat estrogendw w procesie zaptodnienia, @odjtakze prolg analizy relacji
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polimorfizméw ESR2z wynikami zaptodnienia metgdkonwencjonalnego IVF i ICSI.
W przypadkuAlul nie stwierdzono istotnych statystycznie zal&ci poszczegolnych
genotypéw ze skuteczémia zaptodnienia zadrg z metod. W przypadku
konwencjonalnego IVF zauwg mazna tendengj w kierunku nieco riszego odsetka
zaptodnionych komorek jajowych dla genotypu AA, €hp=0,25. Wyniki te nie
pokrywap si¢ z wynikami zespotu Aschim i wsp. (Aschim i wspQ03). Badacze ci
zauwayli, ze u nieptodnych grczyzn genotyp AA wyspowat najrzadziej, chiotakze
nie zaobserwowano istotnychzric statystycznych mdzy genotypami. Poniewa
jednak w cytowane] pracy zastosowano inne kryteriumeptodndci meskiej
(koncentracja plemnikbw < 5 min/ml i brak badangrtperki) wyniki g trudne do
poréwnania. W niniejszej pracy nie zaobserwowanaddacji dominacji ktorego
Z genotypOwAlul u pacjentow leczonych przy pomocy ICSI w konte& skutecznxi
tej metody. Z pews ostraznoscig mazna wiec wysugé przypuszczenieze o ile
polimorfizmy gendw receptora estrogenowego 1 i 2ganonie¢ zwigzek ze
skutecznécia konwencjonalnego IVF (i iy maze naturalnej koncepcji), o tyle

w warunkach ICSI pozostgpez wptywu na jego wynik.

W ocenie AIWNI nie zauwaono r&nic miedzy genotypami w zakresie
skutecznéci zaptodnieniazadry z metod zaptodnienia pozaustrojowego. Genotypy
Rsd i skuteczné¢ IVF ze wzgédu na brak chorych z genotypem AA i méEzebnaé
grupy z genotypem GA analizowano tylko testghporéwnujc pacjentéw, u ktérych
doszto do zaptodnienia co najmniej jednego oocwytaz goacjentdow u ktérych nie
zostala zaptodnionaadna komorka jajowa. Nie stwierdzono zalaci zadnego
z genotypéw z wynikiem zaptodnienia ani w grupieahj w grupie B. Badanie tego
polimorfizmu w kontekcie skutecznéci zaptodnienia prowadzit na populacji abkiej
takze zespot Zhang i wsp. (Zhang i wsp., 2011). Badackezaobserwowali
wystepowanie genotypu AA u 32 z 865¢#atzyzn i zaobserwowalize cha nie byto
migdzy genotypami rinicy w skuteczngci zaptodnienia, to wiaie genotyp AA
wigzal st w dalszym etapie obserwacji z garsipkoscia zarodkéw. Wyniki te

zaclecajg do dalszych badaw tym kierunku rownie na populacji kaukaskiej.

Oceniono rozktad genotypdw pozostatych badanyclsmiestrykcyjnyctESR1

i ESR2w grupie A i B w zalenosci od skuteczngri zaptodnienia. W grupie A leczonej
przy pomocy konwencjonalnego IVF stwierdzono stgtymie istotg wicksz
czestas¢ wystepowania genotypu TC miejsca restrykcyjnd@pal w grupie, w ktérej
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doszto do zaptodnienia co najmniej jednej komowrjoyvej (p=0,019). Podobnych
zalenosci nie stwierdzono w przypadku pozostatych genotypBvul, zadnego

Z genotypowXba ani zadnego z genotypow badanych SEBR2 Jest to wic jedyna
istotna statystycznie zaleos¢ badanych polimorfizmow receptorow estrogenowych ze
skutecznécig zaptodnienia stwierdzona w materiale ocenianynpotazeby tej pracy.
Wydaje s¢ wigc, ze nasuwajcy sk wniosek dotyczcy korzystnego zvgzku genotypu

TC Pvul ze zdoIndcig zaptadniajca nasienia naley traktowa z pewrn ostraznoscia.

6.4.Polimorfizmy miejsc restrykcyjnych Pwull i Xbal genu ESR1

oraz Alul, Rsal i AlwNI genu ESR2 — omdéwienie wynikow

w zakresie zwjzku polimorfizmow z wyktadnikami apoptozy

plemnikow

Estrogeny w komorkach somatycznych imajptyw na proliferac i proces
apoptozy. Apoptoza plemnikow jest czynnikiem kohtpgcym prawidiowdé
spermatogenezy, przy czym sSzacujee, size nawet ponad 50% komérek
gametogenicznych ginie w tym procesie (O'Donnelisp., 2001; Tres i wsp., 2004).
W badaniach Mishra wykazanee w 75% komorek spermatogenicznych poddanych
dziataniu estradiolu dochodzito do btonowej PSTzyprzaledwie 12% komorek
w grupie kontrolnej (Mishra, 2004). Wyniki te pozZaja podejrzewd, ze zaburzenia
transdukcji sygnatu estrogenowego mogsil& apoptoz plemnikow.

W prezentowanej pracy ocenie poddano ypstvanie wykladnikow apoptozy
plemnikéw i ich zwgzek z badanymi polimorfizmami genow kogitych receptory
estrogenowe 1 i 2. W zakredsSR1nie zaobserwowano istotnych statystycznieni®
w s$rednich odsetkach plemnikow z blor@wPST pomgdzy poszczegdllnymi
genotypami. Take w przypadku plemnikéw z obegrktywry formg kaspazy-3 nie
stwierdzono rénic w ich wystpowaniu w zalenosci od genotypuPvul i Xbal.
Wydaje s¢ wiec, ze w zaburzenia struktury genu receptora estrogegovewn obebie
badanych miejsc restrykcyjnych nie mawiazku z nasileniem apoptozy plemnikow
ludzkich.

W przypadku polimorfizmOwESR?2 jedynie w przypadkuRsd zauwaono
wyzszy odsetek PST u chorych z genotypem GA (p=0Pahiewa jednak genotyp
ten stwierdzono zaledwie u 8 pacjentow i w przypadibecnéci w plemnikach

aktywnej formy c3 nie potwierdzono tej zah@ici, zwigzek medzy genotypenRsd
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a wystpowaniem nasilonej apoptozy trzeba traktébwa pewn ostraznoscig. Nie
wykluczone jednak,ze jak zasugerowano w pracy Zhang i wsp., ob&cno
allelu A sprzyja pogorszeniu parametrow nasieniza(dy i wsp., 2011). Potwierdzenia
tej zalenosci w populacji kaukaskiej natatoby prawdopodobnie szukaa wikszej

grupie badanych.
6.5.Apoptoza plemnikow a zdolnd¢ zaptadniajagca gamet neskich

Fluorescengj aneksyny-V oraz markera aktywnej formy kaspazw@weazono,
tak jak w badaniach Kotwickiej i wsp., gtdwnie w adicach wstawki plemnikéw
(Kotwicka i wsp., 2011a). Fluorescencja ta byta agzha zarbwno w plemnikach
ruchliwych, jak i nie poruszagych s¢ ruchem pospowym. Wstawka plemnika jest
regionem o najwkszym nagromadzeniu odpowiedzialnych za produlerjergii do
poruszania si mitochondriow. Mana wkc podejrzewd, ze zwikszone nasilenie
apoptozy w tym rejonie korelowanaze z obniong ruchliwascia gamet. Wyniki takie
prezentowali Weng i wsp. (Weng i wsp., 2002). Bsora wsp. zaobserwowali
obnizenie potencjatu mitochondrialnego w plemnikachanbinvg PST (Barroso i wsp.,
2006). Postulowane obm@nie ruchliwdci gamet wraz z nasikggymi sk wyktadnikami
apoptozy znajduje potwierdzenie takw prezentowanych w tej pracy wynikach.
Zaobserwowano bowiem zgkiszenie odsetka btonowej PST i aktywnej formy
kaspazy-3 wraz ze zmniejszeniem ruchkaigplemnikéw (r=-0,4 i p<0,0001 dla PST
oraz r=-0,6 i p<0,0001 dla aktywnej formy c3).

W prezentowanych wynikach stwierdzono ujemkorelacg zywotndici
plemnikébw z wykiadnikami ich apoptozy (r=-0,3 i p€01 dla PST oraz
r=-0,5 i p<0,0001 dla c3). Koresponduje to z wynikdotwickiej i wsp. Badacze ci
ocenili takze korelacje zalmos¢ ruchliwosci gamet i odsetka plemnikéw z blongw
PST. Podobnie jak w wynikach uzyskanych w ninigjspgacy, autorzy ci
zaobserwowali silp ujemry korelacg btonowej PST z ruchlingeia plemnikéw
poruszajcych s¢ ruchem pospowym szybkim (Kotwicka i wsp., 2011b). Stanger
I wsp. przedstawili wyniki sugerage wysoly efektywnad¢ testu hipoosmotycznego
w wykrywaniu plemnikéw bez fragmentacji materiatangtycznego, a obserwowana
w prezentowanych w tej pracy wynikach silna ujerkoeelacja wyktadnikow apoptozy

Z zywotnacscia gamet wydaje gi potwierdza rolg, jakg badanie apoptozy me
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odgrywa w identyfikacji plemnikéw potencjalnie niezdolnyctio prawidtowego
zaptodnienia komérki jajowej (Stanger i wsp., 2010)

Chat w kilku pracach zaobserwowano, tak jak w uzyskangdaj wynikach,
negatywn korelacg wyktadnikdw apoptozy gamet tak z koncentragji morfologia
plemnikéw, to jednak nie wszyscy badaczejednogtédni (Oehninger i wsp., 2003;
Marchetti i wsp., 2004; Grunewald i wsp., 2008; @wald i wsp., 2009c). Ricci i wsp.
na probie 57 pacjentéw nie stwierdzili istotnejtgstycznie zalenosci koncentraciji,
ruchliwasci ani morfologii plemnikéw z btonogvPST (Ricci i wsp., 2002). Dopiero po
wyselekcjonowaniu pacjentdbw z normozoospermiadacze ci zaobserwowalke
podwyzszony odsetek PST jest zwany z obnieniem koncentracji i morfologii
plemnikéw, pozostawat jednak bez wplywu na ich fwabsé. Rozbienosci
uzyskanych przez tych autorow wynikbw w porownaniwynikami prezentowanymi
w tej pracy mana ttumaczy mniejsz populacy pacjentébw w pracy Ricci i wsp. By
moze nie bez znaczenia jest takfakt, ze kwalifikacg do grupy normozoospermii

prowadzono na podstawie rekomendacji WHO z 1998.rok

W analizie danych badanej na potrzeby tej pracyulamfi stwierdzono
obecna&¢ PSTsrednio w 8% gamet, Zaaktywnej formy ¢3 w 26% plemnikéw. Trudno
jednoznacznie wyjai¢ dlaczego pany wyktadnik apoptozy pojawia giw badanych
komorkach cgsciej niz wczesny, jednak potwierdzeniem prawididaio metodyki
przeprowadzonego badania wydajec dakt, ze obecné& PST silnie koreluje
Z obecnécia aktywnej formy c3 (r=0,6, p<0,0001).

W dalszej cgéci bada podgto proke oceny zwizku wyktadnikow apoptozy
plemnikéw i skuteczrii zaptodnienia meted pozaustrojow. Grunewald i wsp.
w 2006 i 2009 roku publikowali wynildwiadczice o zaburzeniach reakcji kapacytacii
zZwigzanych z nasilon apoptoz plemnikow, a w 2008 roku Grunewald i wsp.
opublikowali wyniki prowadzonych na modelu zwigcgm bada zwigzku apoptozy
plemnikéw ze zdolnixia gamety mskiej do penetracji oocytu (Grunewald i wsp.,
2006a; Grunewald i wsp., 2008; Grunewald i wspQ22(). Okazato gj ze zdolnd¢ ta
jest znacznie obsona w plemnikach z wysokimi odsetkami btonowej HSktywnej

formy kaspazy-3.

W prezentowanych w tej pracy wynikach badarowadzonych po raz pierwszy
na modelu ludzkim, porownano wyniki zaptodnienia zgastrojowego metad
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konwencjonalnego IVF (grupa A) oraz ICSI (grupa iBskorelowano skutecz®é
zaptodni@é z obecnécia PST i aktywnej formy c3. Cldodo obu metod zastosowano
probki nasienia od edych pacjentéw i w przypadku konwencjonalnego I&&dnie
parametry nasienia byty istotnie lepsze wiprzypadku ICSI, to jednak po poréwnaniu
wyktadnikbw apoptozy w obu grupach nie stwierdzondedzy nimi istotnej
statystycznie rinicy. Daje to maliwos¢ obiektywnego zbadania zgwiku wyktadnikéw
apoptozy ze skuteczéwma zaptodnienia dla obu stosowanych metod zaptodaieni

in vitro.

Podczas analizy wynikbw w grupie A okazaloe,size skuteczn&
konwencjonalnego IVF znagzo spada wraz ze wzrostem odsetka plemnikéw
z btonowy PST oraz z aktywnforma c3. ROwnoczéie w grupie B nie stwierdzono
podobnej zalenosci — skuteczng ICSI nie byta zalena od nasilenia apoptozy
plemnikéw. Wyniki te potwierdzono dzgl grugz A | B na podgrupy
1i 2 — z dokonanym i nie dokonanym zaptodnieniensoamnajmniej jednym oocycie.
Tuta) take zalenos¢ skutecznéci zaptodnienia zaobserwowano jedynie w grupie
leczonej przy pomocy konwencjonalnego IVF, przykbraalenosci skutecznéci
zaptodnienia i wyktadnikdw apoptozy w grupie leceptCSIl. Mazna na tej podstawie
wnioskowd, ze apoptoza plemnikdbw ma zygek z ktorynd z etapow zaptodnienia
pomijanych podczas ICSI — rozpoznaniem, urb penetrag oocytu przez gamet
meska. Tym bardziej uzasadniona wydaje sugestia, by zaang@awat ocere apoptozy
plemnikébw do procesu kwalifikacji par do odpowiegjnimetody zaptodnienia
pozaustrojowego. Badanie wykladnikbw apoptozyzendake sta& sic uzytecznym

narzdziem do prognozowania wynikow leczenia niezamieezbezdzietnsi.
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Publikacje ostatnich lat potwierdzaj udziat estrogenéw w fizjologii
i patofizjologii meskiego uktadu rozrodczego. Postuluje se zmiany struktury gendéw
kodujgcych receptory estrogenowe mozpburza transduka sygnatu estrogenowego
I obniza¢ wartas¢ biologiczry nasienia. W dogpnym pimiennictwie mana znale¢
nieliczne publikacje wskazage na zwizek pom¢dzy wystpowaniem SNP w genach
ESR1i ESR2a wartdcig biologiczry nasienia. Jednak uzyskane w tej pracy wyniki nie
potwierdzag zwigzku polimorfizmow miejsc restrykcyjnycRvul i Xba ESR1oraz
Alul, Rsd i AlwWNI ESR2z neska ptodndcia ani w zakresie parametrOw nasienia, ani
w zakresie skutecz8o zaptodnienia, zaréwno metpdkonwencjonalnego IVF jak
i ICSI. Wydaje s}, ze uzyskana istotnie statystyczna zat®¢ miedzy wyzsz
skutecznécig konwencjonalnego IVF a genotypem Roul powinna by traktowana
ostraznie, gdy pozostate wyniki nie potwierdzajtego typu zalenosci w badanej
populacji. Podobnie w przypadku uzyskanej istostajystycznie zalosci genotypu
GA Rsd z wyzszym odsetkiem apoptozy plemnikébw — z uwagi na Zandadkie
wystepowanie tego genotypu w populacji trudno na podstaego wyniku wyciga
jednoznaczne wnioski. Bymoze jest to jednak oznaka pewnej tendencji i retEby
przeprowadzi analizy na wgkszej grupie pacjentéw uzupetnione o sekwencjongvan
tych obszarow badanych gendéw.

Zackecagce wyniki uzyskano w analizie zalosci pomidzy obecnéciag
w plemnikach wyktadnikdw apoptozy a funkcgamet. Silna ujemna korelacja obu
badanych wyktadnikbw apoptozy i wszystkich paragetnasienia zwraca uwaga
niewgtpliwy udziatl apoptozy plemnikow w patofizjologiiagnety mgskiej. Ujemna
korelacja wyktadnikow apoptozy ze skutecarig konwencjonalnego IVF, ale nie ICSI
wskazuje,ze jest ona istotnym czynnikiem zyganym z procesem rozpoznania, fuzji

i/lub penetracji oocytu przez gametmeska i moze by waznym narzdziem
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diagnostycznym dla wiaiwej kwalifikacji pacjentow do metody leczenia bra

przewidywania jego skuteczfm.

Realizupc krok po kroku zatzenia pracy opracowano ngstijagce wnioski:

1. W populacji badanej nie zaobserwowano gaku polimorfizmow miejsc
restrykcyjnychPvull i Xba genu receptora estrogenowego 1 Ahil, Rsd
i AlwNI genu receptora estrogenowego 2 z koncemtraajchliwdscia

ruchem posfpowym, morfologi, anizywotnasciag plemnikow

2. Nie stwierdzono u badanych pacjentéw jednoznaczmabdinosci zadnego
z genotypéw badanych miejsc restrykcyjnych gendwuigych receptory
estrogenowe 1 i 2 z odsetkiem plemnikoweskich z wykladnikami

apoptozy.

3. Nie udowodniono wyranego zwizku polimorfizmow gendw receptorow
estrogenowych 1 i 2 ze skuteczoi@ zaptodnienia pozaustrojowego mejod

konwencjonalnego IVF ani metgdnikroiniekcyjr.

4. Zauwaono ujemn korelacg wyktadnikbw apoptozy plemnikow ze
skutecznécia zaptodnienia metedkonwencjonalnego IVF. Wskazuje to na
potencjala wartas¢ oceny markeréw apoptozy gamet dla optymalizacji

diagnostyki i poprawy wynikéw leczenia nieptodnomeskiej.
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Tytut: ,Ocena zwazku wybranych polimorfizmow gendw receptora estrmyeego
1 i 2 oraz wykiadnikbw apoptozy plemnikow z pararaeti okrelajagcymi zdolng¢
zaptadniajca gamet mskich”

Autor: Joanna Talarczyk-Desole

Stowa kluczowe:nieptodnd¢ meska, SNP, polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw,
receptory estrogenowe 1 i 2, ESR 1, ESR 2, apopmemnikéw, zaptodnienie

pozaustrojowe, zdoldé zaptadniajca plemnikéw naskich

Wstep: Czynnik meski stanowi przyczy® niezamierzonej bezdzietfm w okoto
40-60% przypadkow. Podie molekularne nieptoddoi meskiej jest najcgsciej nie
znane. Rénie ilos¢ doniesi@ potwierdzajcych rok estrogenéw w patogenezie tego
schorzenia. Estrogeny produkowane wadrach oraz prawdopodobnie w plemnikach
meskich, a ich receptory (ESR1 i ESR2) szeroko rozpowszechnione weskim
uktadzie rozrodczym. Polimorfizmy pojedynczego mgki/du (SNP) w olgbie gendw
kodugcych ESR ESR1i ESR2 mogs prowadzé do zmiany struktury receptorow.
Postuluje si, ze zaburzenia transdukcji sygnalu estrogenowego szane

Z nieprawidtowdcia struktury ich receptoréw, magorowadzé do obnienia wartdci
biologicznej nasienia, a w konsekwencji: pogorsagmarametréw seminologicznych,
podwyzszonego odsetka plemnikow z wyktadnikami apoptazayg @bnionej zdoIngci
penetracji oocytu przez plemnik. Czynniki te mautkowa pogorszeniem wynikow
leczenia nieptodniei

Cele pracy: 1. Ocena zwjzku wybranych polimorfizmow genow receptora
estrogenowego 1 i 2 z parametrami nasienia w stdodej ocenie seminologicznej;
2. Analiza zwizku wybranych polimorfizméw gendw receptora estraxyeego 1 i 2

z wyktadnikami apoptozy gamet eskich; 3. Zbadanie relacji wybranych

polimorfizméw gendw receptora estrogenowego 1 ie2skutecznsria zaptodnienia
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pozaustrojowego metad klasyczm i mikroiniekcyjra; 4. Analiza zwizku
wyktadnikbw apoptozy plemnikéw ze skuteczci@ zaptodnienia pozaustrojowego
metod, klasyczn i mikroiniekcyjn.

Materiat: Pacjenci leczeni przy pomocy zaptodnienia ustrogpaw@VF) w Gsrodku
Diagnostyki i Leczenia Nieptoddoi (ODILN) przy Klinice Nieptodnéci

I Endokrynologii Rozrodu Uniwersytetu Medycznego . irK. Marcinkowskiego
w Poznaniu w czasie od stycznia 2011 do listopadib2 2(konwencjonalne IVF —
46 par, ICSI — 76 par). Kryteria wykluczenia poosie partnerki: wiek powsej 39 lat,
FSH w 3-5 dniu cyklu >12 mlIU/ml, endometrioza IlIM stopnia wedtug klasyfikaciji
Amerykaiskiego Towarzystwa Medycyny Rozrodu, zespét potgzanych jajnikow;
kryteria wykluczenia po stronie partnera: hipogomad hipogonadotropowy,
azoospermia. Kryterium wtzenia do badania stanowito pobranie co najmnigjatiw
dojrzatych oocytéw w stadium MIl. Na badanie uzyskagod Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu - numerphwat 425/11, 766/13 oraz
855/13. Do bada SNP ESR1i ESR2 pobrano krew od 116 ¢wczyzn, ocea
seminologiczng nasienia przeprowadzono u 116aeeyzn. Ocen btonowej translokacii
fosfatydyloseryny (PST) przeprowadzono u 9Xkzeayzn, za aktywnej formy
kaspazy-3 (c3) u 74 gnczyzn.

Metody: Procedus IVF prowadzono wedlug standardu stosowanego w @DiL
pacjentki poddano stymulacji wedtug diugiego protokstymulacji z agonigtGnRH;
ocere seminologicza prowadzono wedtug rekomendacji WHO z 2010 rokuenec
wyktadnikébw apoptozy plemnikow - btonowej translokafosfatydyloseryny (PST)
I obecndci gamet z aktyws formg kaspazy-3 (c3) prowadzono po znakowaniu
plemnikéw specyficznymi fluorochromami i analizoveamprzy pomocy cytometrii
przeptywowej. W celu przeprowadzenia badgenetycznych izolowano catkowite
genomowe DNA z peilnej krwi obwodowe). Ngstie powielano DNA metad
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Produkty PCR Guarywano ze wzorcem
wielkosci przy wyciu elektroforezy. Polimorfizmy badanych genow aezano przy
pomocy techniki PCR pgtzonej z analig restrykcyjry (PCR-RFLP). Losowe proby
sekwencjonowano celem potwierdzenia prawidtéavproduktéw wzgldem sekwencji
zdeponowanych w bazie NCBI.

Wyniki: W ocenie zwizku SNP ESR1 z koncentragj, ruchliwdscia, morfologa

I zywotndscig plemnikow w zalenosci od genotypu uzyskano negtijgce wyniki:
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dlaPvul: p>0,05 dla wszystkich parametrow nasienia; Xtel: p>0,05 dla wszystkich
parametrow nasienia. Oceni@jzalenosci SNP ESR2z koncentragj, ruchliwdicia,
morfologia i zywotnascia plemnikéw w zalenosci od genotypu uzyskano: dialul:
p>0,05 dla wszystkich parametréw, dad: p>0,05 dla wszystkich parametrow i dla
AlwNI:  p>0,05 dla wszystkich parametrow. W ocenie gaku SNP ESR1
z wyktadnikami apoptozy plemnikow stwierdzono: éeul p>0,05 dla PST i p>0,05
dla c3; dla Xbd p>0,05 dla PST i p>0,05. Badaj zalenos¢ SNP ESR2
z wyktadnikami apoptozy plemnikéw uzyskano: p>08a Alul i AlwNI zaréwno
w przypadku PST jak i cRsd: sredni odsetek plemnikow z blon@wST byt wyszy
w przypadku genotypu GA higenotypu GG (p<0,05)sredni odsetek plemnikdéw
z aktywry formg c3 pozostawat bez ticy istotnej statystycznie gdzy genotypami
(p>0,05). W analizie zammosci skutecznéci zaptodnienia pozaustrojowego
i genotypow badanych SNP stwierdzone,zarowno w przypadkdSR1jak i ESR2dla
zadnego z SNP nie ma istotnej statystycznie znakei genotypow i wyniku
zaptodnienia metedkonwencjonalnego IVF (p>0,05 dla Pvull i Xbal onaz0,05 dla
Alul, Rsd i AlwNI) ani ICSI (p>0,05 dlaPvull i Xba oraz p>0,05 dlaAlul, Rsd

i AlwNI). W badaniu korelacji odsetka plemnikéw z wykld@mi apoptozy ze
skutecznécig zaptodnienia pozaustrojowego stwierdzormwraz ze wzrostem odsetka
plemnikébw z blonow PST jak i z aktyws formag c3 spada skuteczéio
konwencjonalnego IVF (odpowiednio r=-0,4 i p=0,0fa gplemnikébw z PST oraz
r=-0,4 i p=0,02 dla plemnikéw z aktywnforma c3). Podobnej korelacji nie
zaobserwowano w przypadku ICSI (odpowiednio r=i}Q20,85 dla plemnikow z PST
oraz r=-0,1i p=0,51 dla plemnikéw z aktyyviorma c3)

Whnioski: 1. W populacji badanej nie zaobserwowanogzkii polimorfizmow miejsc
restrykcyjnychPvull i Xba genu receptora estrogenowego 1. Ahil, Rsd i AlwNI
genu receptora estrogenowego 2. z koncentraiaghliwascia ruchem pospowym,
morfologia ani zywotnadscia plemnikow. 2. Nie stwierdzono u badanych pacjentéw
wyraznej zalenosci zadnego z genotypéw badanych miejsc restrykcyjnyehdwy
kodujgcych receptory estrogenowe 1 i 2 z odsetkiem pleémi meskich

z wykfadnikami apoptozy. 3. Nie udowodniono jednoznacznego Zzku
polimorfizméw gendw receptorow estrogenowych 1ze2skutecznieia zaptodnienia
pozaustrojowego metad konwencjonalnego IVF ani metod mikroiniekcyjm.

4. Zauwaono ujemn korelacg wyktadnikdw apoptozy plemnikéw ze skuteczcig
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zaptodnienia metad konwencjonalnego IVF. Wskazuje to na potengalmartas¢
oceny markerow apoptozy gamet dla optymalizacjguastyki i poprawy wynikow
leczenia nieptodniei meskiej.
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9. SUMMARY

Title: “Correlation between selected polymorphisms ofoggn receptor 1 and 2 genes

and sperm apoptosis with parameters defining iartg potential of male gametes”
Author: Joanna Talarczyk-Desole

Key words: male infertility, SNP, single nucleotide polymoigins, estrogen receptors
1 and 2, ESR 1, ESR 2, sperm apoptosis, in vitdifation, IVF, fertilizing potential

of the sperm

Introduction: Male factor is responsible for infertility in anoti 40-60 % of the cases.
Molecular basis of this disease is most often umkmdn literature can lately be found
increasing amount of papers confirming the rolestfogens in pathogenesis of male
infertility. Estrogens are produced in testes anobably also in spermatozoa. Their
receptors (ESR1 and ESR2) are widely spread in mgpeoductive tract. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes codinggsh receptors§SR1andESR2
may lead to structural variations of the receptttrss postulated, that modulation of
estrogen signaling caused by structural aberratiohgheir receptors may cause
decrease of biological value of the sperm, inclgdiowered sperm parameters,
increased amount of apoptotic markers in the searah lower sperm penetration
potential of spermatozoa. All these factors canl amale infertility and decrease the

outcome of the treatment.

Aims of the study. 1. Checking if selected SNPs &SR1and ESR2are related to
sperm parameter®. Evaluation, if selected SNPs &SR1and ESR2are related to
sperm apoptosiS. Checking if selected SNPs BERlandESR2influence outcome of
conventionalin vitro fertilization (IVF) or intracytoplasmatic spermjection (ICSI).
4. Evaluation of the correlation between sperm apagptasd the outcome of IVF or
ICSI.
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Material: Patients treated for infertility with IVF in Cemteof Diagnostics and
Treatment of Infertility by Clinic of Infertility ad Reproductive Endocrinology, PoAna
University of Medical Sciences from January 2011INtmvember 2012 (conventional
IVF — 46 couples, ICSI — 76 couples). Female excluxriteria were: age over 39
years, FSH in 3-5 day of the cycle >12 mIU/mF 8r 4" grade of endometriosis
according to American Society for Reproductive Met®, polycystic ovaries
syndrome. Male exclusion criteria were: hypogonegmt hypogonadism and
azoospermia. Inclusion criterion was obtaining edst two mature oocytes in Ml
stadium. The study was accepted by Pazdaiversity of Medical Sciences Bioethic
Comission — numbers of decisions: 425/11, 766/13 &55/13. Blood for SNPs of
ESR1and ESR2were analyzed in 116 male patients, basic semanalyzis was
performed in 116 males, PST was evaluated in 9&miatand active form of caspase-3

was evaluated in 74 males.

Methods: IVF procedures were performed according to thedsted of the Clinic.
Female patients underwent controlled ovarian sttt according to long protocol
with GnRH agonist. Basic seminal parameters weralyaad according to WHO
recommendations from 2010. Markers of apoptosiegphatidylserine translocation —
PST and active form of caspase-3 — c3) were evadualter matching the spermatozoa
with specific fluorochromes and analyzed in flowtayietry. DNA was isolated from
patients’ blood, amplificated in polymerase chaaation (PCR) and compared with an
assay in electrophoresis. PCR-RFLP was used tgzn8INPs. Random specimen were

sequenced and compared with standard from NCBL base

Results: In evaluation of the relation between genotypeSNPs ofESR1and sperm
concentration, progressive motility, morphology andbility following results were
obtained forPvul: p>0,05 and foXbal: p>0,05 for all sperm parameters. In evaluation
of the relation between genotypes of SNPs E8R2 and sperm concentration,
progressive motility, morphology and viability foling results were obtained féiul,
Rsd and AlwNI: p>0,05 for all sperm parameters. Than the rehatdf markers of
apoptosis in sperm and genotypes of SNPESR1was analyzed and the results were:
for Pvull: p>0,05 for PST and p>0,05 for c3, fdbd: p>0,05 for PST and p>0,05 for
c3. When the relation of markers of apoptosis @rspand genotypes of SNPSESR2

was analyzed, the results were as following: p>@g030th markers of apoptosis for
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Alul and AlwNI. For Rsd: more PST was found in GA genotype than in GGO(PS);
for ¢3 no significance difference between genotypeas observed (p>0,05).
In evaluation of relations between SNPsESR1and ESR2and fertilization outcome
no connection between SNPs of either gene and IéEess was observed (p>0,05 for
all SNPs and conventional IVF, p>0,05 for all SN&sd ICSI). In evaluation of
correlation between markers of apoptosis in speamch fartilization outcome it turned
out that the outcome of conventional IVF is wordeew the amount of sperm with PST
and c3 increase (r=-0,4 and p=0,04 for PST, r=ehd p=0,02 for c3, respectively).
Similar correlation was not observed in case of110S$-0,2, p=0,85 for PST and
r=-0,1 and p=0,51 for c3).

Conclusions: 1. In examined population the connection betweenctsle SNPs of
ESR1 and ESR2 and sperm parameters has not been fouhdThere was no
unambiguous relation of analyzed SNPE&R1andESR2and markers of apoptosis.
3. No exact relation between examined SNPsE&R1 and ESR2and fertilizing
potential of the sperm was fourtl.Markers of apoptosis in the sperm were negatively
correlated with the outcome of conventional IVF.efiéfore evaluation of markers of
apoptosis in the sperm could be valuable methgafiigh optimalization of diagnostic

and therapeutic outcome of male infertility.
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